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Prefacio

Prefacio

En este trabajo de Tesis Doctoral se pretende contribuir modestamente desde la 

perspectiva de la química medicinal al desarrollo de nuevos tármacos para 

controlar a una de las enfermedades mentales que afecta al 1-2% de la 

población mundial: la epilepsia.

Cómo leer la presente Tesis.

El lector encontrará dos tipos de contenidos. Las tareas originales realizadas en 

este trabajo figuran como Capítulos, lo que permite entrar de manera directa a la 

parte original.

Se podrá acceder por medio de los Anexos que figuran en el texto a una lectura 

más profunda sobre cada tema en particular.

Estos Anexo dan un marco teórico más detallado al trabajo realizado. Se analizan 

y discuten temas directamente relacionados con el tema de investigación.

La presente Tesis consta de:

• Resumen y Conclusiones

• Introducción

• Objetivos

• Capítulo 1: Diseño y/ selección de nuevas estructuras con actividad 

antiepiléptica.

• Capítulo 2: Síntesis Química

• Capítulo 3: Ensayos Farmacológicos

• Anexo 1: Descubrimiento de nuevos líderes: El Diseño Racional como 

herramienta.

• Anexo 2: Epilepsia: El objetivo Terapéutico.

• Anexo 3: Mecanismo de las convulsiones.

• Anexo 4: Fármacos útiles en el tratamiento de la epilépsia.

• Anexo 5:. Modelos animales en la evaluación de Drogas Antiepilépticas.

• Anexo 6: Programa de Evaluación de Drogas Antiepilépticas

• Anexo 7: Sulfamatos y sulfamidas: su potencial terapéutico

• Anexo 8: QSAR- 2D y 3D: CoMFA

• Anexo 9: Bioisósteros.
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Resumen y Conclusiones

Sulfamatos y Sulfamldas alifáticos: su acción anticonvulsiva. 

Diseño, síntesis y actividad farmacológica.

Por

Ivana A. Barrios

Resumen y Conclusiones

Entre los diversos procesos adversos asociados al Sistema Nervioso Central (SNC) 

la convulsión epiléptica continúa siendo uno de los temas principales de 

investigación. La razón fundamental es que afecta a 50 millones de personas en el 

mundo con marcada incidencia en los países en desarrollo.1' -2- 3 Se estima que en 

los próximos años 100 millones de personas en el mundo tendrán una crisis 

epiléptica en algún momento de sus vidas. A pesar de los numerosos avances 

logrados en este campo en los últimos años, aún el 25-40%2-4 de la población 

afectada por la epilepsia no responde a los tratamientos basados en los 

medicamentos disponibles en el mercado.5

La necesidad del desarrollo de nuevos anticonvulsivos no sólo se asocia a este 

hecho, sino también a la cantidad de efectos adversos vinculados a la 

administración de los tradicionalmente usados en clínica tales como: ácido 

valproico (VPA), fenitoína (PHEN), carbamacepina (CZ), Oxacarbamacepina 

(OXC), Lamotrigina (LMT), Topiramato (TOP) entre otros, que varían desde 

somnolencia, ataxia, variación en el peso, perdida de memoria, caída de pelo, 

hepatotoxicidad hasta teratogenicidad.6-7 Esto se agrava por tratarse de un 

tratamiento por tiempo prolongado.8-9-10

Con el objetivo centrado en contribuir al desarrollo de un nuevo fármaco 

antiepiléptico, la presente Tesis Doctoral presenta un enfoque original en el 

estudio teórico: electrónico-estructural; experimental: síntesis química y evaluación 

antiepiléptica de compuestos estructuralmente sencillos, funcionalizados como 

sulfamatos y sulfamidas.

Su acción en el SNC cumple con el farmacóforo de compuestos anti-MES 

asociado al mecanismo de bloqueo de canales de sodio voltaje dependiente.11 

En el año 2001 en nuestro grupo de trabajo se planteó al grupo funcional 

sulfamato como una funcionalización importante para la actividad 

antiepiléptica.12
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En el año 2004 se retomó el estudio de dicha funcionalización asociada a la 

región polar del farmacóforo. Se diseñaron las estructuras presentadas en este 

trabajo, funcionalizadas como sulfamatos y sulfamidas. Estas se sintetizaron y 

evaluaron farmacológicamente.

El grupo funcional sulfamida no se había evaluado con anterioridad frente a la 

actividad anticonvulsiva por lo que resulta ser un nuevo prototipo anticonvulsivo.

Esta metodología de investigación interdisciplinaria, basada en el diseño racional, 

permitió obtener dos compuestos noveles y diez estructuras preexistentes nunca 

evaluados como antiepilépticos. Su perfil farmacológico resultó ser muy 

prometedor según se expone a continuación:

❖ Diez de los doce compuestos preparados son activos frente al MES test. Nueve 

de los diez compuestos se clasifican como Clase I frente al ensayo MES siendo 

activos a 30 mg/kg como es el caso de n-hexilsulfamato,ll-HSU y 2- 

propilpentilsulfamato, 12-VPS respectivamente, [capítulo 31

❖ Comparando la potencia del ácido valproico (EDso=lOO8 jimol/kg) con la de 

12-VPS (ED50 = 224 gmol/kg) y la de 4-DPHS (ED50 = 263 gmol/kg) nos 

encontramos frente a compuesto 4 veces más activos que el primero.

❖ Se presenta un análisis Relación Estructura Actividad (SAR) de los 

requerimientos estructurales básicos para la actividad anti-MES, si bien es 

reducido el número de compuestos analizados.

❖ Es interesante destacar el caso de n-butilsulfamato, 9-BSU que resultó ser un 

potente convulsivante. Este compuesto y n-pentilsulfamato, 10-PSU han sido 

estudiados por el grupo de Supuran et. al. presentando actividad inhibitoria 

de anhidraza carbónica.13

❖ Si bien los compuestos preparados fueron diseñados, sintetizados y evaluados 

como antiepilépticos no se descarta la posibilidad de que presenten otras 

acciones farmacológicas asociadas al grupo funcional sulfamato tales como: 

actividad antiviral, antibiótico, anticancerígena, inhibidores de anhidraza 

carbónica, edulcorante, anti-obesidad, para el tratamiento de la osteporosis y 

anti-artritis, hiper-lipidemia, artereclorosis.14

Asociadas al grupo funcional sulfamida: inhibidoras de la proteasa HIV1516

agonista de los receptores 5-HTID17, componentes activos de análogos de

4



Resumen y Conclusiones

epinefrina10, peptidomiméticos no hidrolizables19, y también inhibidores de 

anhidraza carbónica.20-21 -22-23

En el mes de enero de 2006, durante la redacción de este trabajo, el grupo de 

Maryanoff y col. patentaron una serie de sulfamatos y sulfamidas con actividad 

anti-MES.24

Los compuestos preparados en este trabajo de Tesis son estructuralmente sencillos 

y novedosos con respecto a su actividad ya que no fueron ensayados como 

anticonvulsivos con anterioridad.
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Introducción

Introducción de la Presente Tesis

La metodología utilizada para abordar el presente trabajo está basada en 

el Diseño Racional de fármacos [Anexo i-Diseño Racionad Dentro de las varias formas que 

figuran en bibliografía para abordar el descubrimiento de un nuevo fármaco, se 

pueden diferenciar dos grandes grupos, aquellos que abordan el estudio a partir 

del conocimiento de las características del sitio receptor y aquellas que se basan 

en la comparación de diferentes ligandos que ¡nteraccionan con él. <Anexo1 j 

Esta investigación utilizó una metodología basada en el estudio de los ligandos, 

debido a que no se conoce la estructura tridimensional (3D) del sitio receptor 

postulado, canales de Na+ voltaje dependientes. En estos casos se consideran a 

los ligandos que se unen al sitio de interés como las estructuras activas respecto a 

los procesos de interacción ligando-receptor. Estudios estructurales posteriores 

permiten verificar las características comunes generando el patrón farmacofóríco.
(Anexo 1)

La secuencia de etapas del presente trabajo son las siguientes:

❖ Diseño y/o selección basados en el patrón farmacofórico de compuestos 

funcionalizados como Sulfamatos y Sulfamidas.

❖ Estudio estructural y electrónico de la porción polar de los compuestos 

elegidos y su comparación con la porción polar propuesta en el farmacóforo.

❖ Síntesis de sulfamatos y sulfamidas como nuevas entidades anticonvulsivas.

❖ Evaluación preclínica como anticonvulsivantes hasta Fase II del Programa de 

Evaluación de Drogas Antiepilépticas del NIH1 de las moléculas sintetizadas y 

análisis de los resultados.

1 National Institute of Health, Estados Unidos.

Estas etapas incluyen resultados derivados de diferentes disciplinas íntimamente 

vinculadas:

❖ Química Computacional: estudio teórico de los requerimientos y propiedades 

moleculares de las drogas.

❖ Química Orgánica: Síntesis de los compuestos diseñados, que abarca la 

planificación de la síntesis, síntesis propiamente dicha empleando diversas 

técnicas experimentales, aislamiento, purificación y caracterización por 

métodos fisicoquímicos de los compuestos preparados.
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❖ Farmacología: Elección del mddelo experimental para la evaluación de los 

compuestos preparados, evaluación farmacológica, análisis estadístico de los 

resultados.
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Introducción

Objetivos de la Presente Tesis

El objetivo general puede condensarse en el logro de un fármaco 

de óptimo índice terapéutico, el cual refleja la selectividad y 

margen de seguridad, a través de la relación entre actividad y 

toxicidad. La naturaleza compleja de esta definición sencilla se 

vincula a la variedad de procesos que determinan la toxicidad, 

que no sólo incluye efectos farmacológicos de la droga misma sino 

también de sus metabolites y/o intermediarios reactivos que 

resultan en las distintas etapas de interacción de la droga. Este 

objetivo puede asociarse al logro de un nuevo fármaco que reúna 

las condiciones que definen el control de la epilepsia, es decir:

- capaz de suprimir el ataque epiléptico,

- capaz de impedir la progresión de la enfermedad,

- capaz también de no generar farmacoresistencia.

- capaz de no generar metabolites tóxicos ni efectos secundarios

Se busca (aportar nuevas estructuras que por sus acciones 

permitan) además comprender los mecanismos que conducen a la 

epilepsia, a fin de lograr la prevención de la enfermedad.

Objetivos específicos:

1. Realizar el diseño y la síntesis de compuesto que manifiesten la actividad 

buscada. Se busca siempre un aumento de actividad con disminución de efectos 

colaterales, en una investigación orientada al diseño de drogas de potencial uso 

clínico.

Se propone sintetizar derivados estructuralmente sencillos derivados de alcoholes 

y aminas alifáticos funcionalizados como sulfamatos y sulfamidas. Estas estructuras 

fueron diseñadas a partir del conocimiento del patrón farmacofóríco de 

anticonvulsivos que actúan por bloqueo de canales de Na+ voltaje dependiente, 

lo que ha permitido definir los requerimientos estructurales asociados a esta 

acción farmacológica.

2. Evaluación de la actividad anticonvulsiva de las estructuras seleccionadas, 

Fase I y Fase II del Program of the National Institute of Neurological and 

Communicative Disorders and Stroke, NIH-USA. El mismo se realiza en el Bioterio del

11



Área Diseño de Fármacos, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, por investigadores 

especialmente entrenados.

3. Análisis de los resultados. Relación Estructura -actividad cualitativa.
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Capítulo 1

Diseño de Nuevas Estructuras Antlconvulsivas.

1. Introducción

1.1 Por qué buscar nuevos fármacos con actividad anticonvulsivante?

La búsqueda de nuevos fármacos antiepilépticos (FAEs) sigue siendo uno de los 

temas principales e imperiosos de investigación entre las afecciones del Sistema 

Nervioso Central.

Según datos de la Organización Mundial de la Salud, la epilepsia afecta en 

promedio a 70 de cada 10 mil personas en el mundo, sin discriminación de edad, 

sexo o limites geográficos. La incidencia, puede variar entre los países 

desarrollados (50 personas/10 mil) y en vías de desarrollo (100 personas/10 mil) 

debido a que en estos últimos hay mayor riesgo de infecciones y enfermedades 

que ocasionen daños cerebrales que puedan traer aparejado este tipo de 

desordenes1. Esto representa que al menos 50 millones de personas en el mundo 

tienen epilepsia.

En la provincia de Buenos Aires, según datos del Ministerio de Salud se estima que 

480 mil paciencias sufren de epilepsia.2 Esto es 130 de cada 10.000 personas. De 

acuerdo a estos valores estaríamos por encima de los valores mundialmente 

establecidos por la OMS.

Existen principalmente cuatro formas de tratar la epilepsia: 1) Medicamentos; 2) 

Cirugía; 3) Dieta Cetogénica, 4) Dispositivos especiales. <Anexo 2> Los medicamentos 

son el tratamiento que dan mejor resultado, el más usado y de primera elección.1 

Sin embargo, a pesar de los numerosos avances logrados, aún el 25-40% de la 

población epiléptica no responde a los tratamientos basados en los 

medicamentos existentes en el mercado.3-4-5 Los fármacos antiepilépticos clásicos 

y los de nueva generación, surgidos en la década de los '90, presentan una serie 

de efectos adversos que van desde urticarias, trastornos gastrointestinales, hasta 

problemas hepáticos y renales6-7 que se agravan aún más por tratarse de un 

tratamiento a largo plazo. <Anexo 2)
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Motivados en estas necesidades en nuestro grupo de trabajo nos interesamos en 

el desarrollo de nuevos FAEs, más seguros, menos tóxicos y con mayor eficacia 

frente a pacientes refractarios.8' íAnexo 4)

En el presente capítulo se describe la metodología utilizada para el diseño de 

compuestos anticonvulsivantes activos frente al ensayo de Electrochoque Máximo 

(MES test), a los que se les asocia principalmente el mecanismo de acción por 

bloqueo de canales de sodio voltaje dependiente (BCSVD). 10

2. Perfil Farmacológico buscado

Nuestro interés se centra en el diseño y/o selección de nuevas 

estructuras anticonvulsivantes con un perfil farmacológico 

semejantes a Fenitoína activas frente al ensayo MES e 

inactivas frente a la inducción química con pentilentetrazol 

(PTZ).11 Como ya se mencionó, el mecanismo de acción 

asociado a compuestos anti-MES es el bloqueo de canales 

de sodio neuronales voltaje dependiente.912

3. Ligandos y su Mecanismo de acción asociado.

Bloqueantes de canales de Sodio.

Los FAEs se pueden clasificar según su mecanismo de acción, aunque muchos de 

ellos tienen varios mecanismos asociados, y a otros no se les conoce el 

mecanismo por el cuál ejercen su acción. íAnexo 31 Entre los posibles mecanismos 

de acción que presentan las drogas antiepilépticas se encuentra la interacción 

con canales iónicos responsables directos de los cambios en la excitación 

neuronal.

El bloqueo de los canales de sodio neuronales ha demostrado ser un mecanismo 

común a varias drogas antiepilépticas estructuralmente diversas.13 Este ha sido 

uno de los primeros mecanismos estudiados en relación a los fármacos 

antiepilépticos.

Las razones fundamentales para la elección del estudio de ligandos o fármacos 

que inhiben los episodios epilépticos por este mecanismo se fundamentan 

además de lo expuesto en el punto 2:

1. Los compuestos anticonvulsivos BCSVD <Anexo 3 y4) son útiles en el tratamiento 

de pacientes con epilepsia generalizada y generalizadas secundaria, son 

aquellas que evolucionan secundariamente a convulsiones tónico
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Capítulo 1

clónicas generalizadas. (Anexo 2, 3 y 4| Estos compuestos, por ejemplo 

Lamotrigina, Fenitoína, Carbamacepina son importantes porque actúan 

con mayor eficacia sobre los canales de sodio de células afectadas por 

una crisis convulsiva o isquemia.14 Estas células se caracterizan por 

mantener una despolarización sostenida durante segundos (Anexo 3> a 

diferencia de las normales.15

Otras actividades asociadas a compuestos, con este perfil, presentan 

distintas acciones farmacológicas como antiarrítmicos (mexitilene) o los 

anestésicos locales (lidocaína).16

2. El influjo excesivo de iones Na+ a través de CSVD causa despolarización 

celular dando lugar a una crisis. A su vez este influjo contribuye a ocasionar 

un gran número de funciones celulares indeseables como: apertura de 

canales de Ca++ y de canales de Ca++ asociados a glutamato, apertura 

de canales de K+, bloqueo de receptores NMDA dependientes de Mg+.16 

Una alta concentración de Na+ citoplasmático causa otros detrimentos 

asociados como: disminución de ATP almacenado, reversión del 

transportador Na+/Ca^, y de otros neurotransmisores. Esto contribuye a 

acelerar otros procesos como isquemia. Debido a la gran cantidad de 

efectos adversos asociados al excesivo influjo a través de estos canales 

abordar el estudio de anticonvulsivos bloqueantes de canales de sodio 

tiene una ventaja adicional sobre otros mecanismos tales como el bloqueo 

de canales de Ca++ , antagonismo de aminoácidos excitatorios, u otros 

que alteran la función normal del cerebro.

3. Estudios en modelos animales han demostrado que compuestos que 

modulan los canales de Na+ voltaje dependientes son neuroprotectores en 

modelos de hipoxia, isquemia y trauma cerebral.16

4. El desarrollo de nuevos fármacos antiepilépticos basado en el diseño 

racional, más que en la evaluación virtual (Anexo ’i de drogas, se basa en el 

conocimiento de los mecanismos que regulan las funciones normales del 

cerebro y la actividad anormal asociada con los desordenes o las crisis 

epilépticas. La modulación de la actividad de los canales iónicos voltaje 

dependiente es la base molecular de la acción de muchos fármacos 

antiepilépticos <Anexo 3J y es una estrategia efectiva para el desarrollo de 

nuevos anticonvulsivos.17
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5. El conocimiento actual sobre el canal de sodio, indica que pueden existir 

varias ¡soformas del mismo en el cerebro con diferentes propiedades 

funcionales así como diferentes expresiones en regiones del cerebro. íAnexo 

3) Con esto se podrían diseñar estructuras selectivas para un subtipo de 

canal particular. Estas drogas podrían actuar semejante a Fenitoína.18

6. En el Laboratorio de Química Medicinal se ha postulado un patrón 

farmacofórico para FAEs que actúan por bloqueo de canales de sodio 

voltaje dependiente. Este permitió diseñar nuevos prototipos activos como 

valpramidas que resultaron ser activas frente al MES test. Ensayos de 

binding in vitro, de los compuestos más activos, demostraron que estas son 

capaces de bloquear canales de sodio voltaje dependiente 19 validando 

el patrón farmacofórico postulado.

4. Diseño Racional de Compuestos:

4.1 Estrategias teóricas para el descubrimiento de nuevos fármacos.

Entre las estrategias para el descubrimiento de un nuevo fármaco incluidas 

dentro del Diseño Racional, existen dos aproximaciones diferentes cuyo objetivo 

es diseñar nuevas estructuras con mayor actividad farmacológica y disminución 

de los efectos adversos.20

Las nuevas estructuras pueden ser modeladas utilizando “métodos directos11 

basados en el conocimiento de las características del sitio receptor, o “métodos 

indirectos" derivados del estudio de diferentes ligandos que se unen a un mismo 

sitio receptor o manifiestan la misma acción farmacológica. <Anexo u

4.2 Método seleccionado: Método Indirecto

Si bien se a avanzado mucho sobre el conocimiento de los canales de sodio 

voltaje dependiente aún no se conocen con exactitud la estructura tridimensional 

del sitio activo en el receptor. <Anexo 3) Es por eso que se emplea una metodología 

indirecta en el presente trabajo. Sólo se dispone de la información asociada a 

varias drogas que producen la misma respuesta biológica21.

El método indirecto se basa en la comparación de diferentes ligandos 

seleccionados entre aquellos que interactúan en el mismo sitio receptor o 

conducen a la misma respuesta biológica. Los pasos a seguir son:
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• Primero se seleccionan las estructuras que se conoce que actúan por el 

mismo mecanismo o manifiestan la misma respuesta biológica.

• Se determina por metodologías de Modelado Molecular asociadas al 

análisis conformacional la conformación activa de cada una de las 

estructuras.

• Se estudian las características 3D de los compuestos activos y se 

determinan las características estructurales de éstos empleando técnicas 

de superposición gráfica o analítica, lo que permite obtener los 

requerimientos estructurales, electrónicos y conformacionales comunes a 

la serie estudiada definido como patrón farmacofóríco o farmacóforo. En 

nuestro caso el patrón farmacofóríco de compuestos activos frente al MES 

test.

• Una vez identificado el farmacóforo o patrón farmacofóríco se pueden 

diseñar y/o seleccionar nuevas estructuras teniendo en cuenta este 

requisito. Estos compuestos son sometidos a distintos tipos de análisis entre 

los cuáles se determina si son capaces de adoptar la conformación del 

farmacóforo y por lo tanto ser potenciales compuestos biológicamente 

activos. (Anexo i)

• El primer paso del diseño Racional utilizando una metodología indirecta es 

la identificación del farmacóforo.

El análisis QSAR1 (Relación cuantitativa Estructura-Actividad o Propiedad- 

propiedad) permite cuantificar la variación de la actividad relacionada a una 

modificación estructural dada. <Anexo 8>

5. Farmacóforos propuestos para Compuestos Anticonvulsivos para distintos 
mecanismos de Acción.

La mayor dificultad que se encuentra al tratar de definir un farmacóforo es 

disponer de un conjunto relativamente importante de compuestos 

estructuralmente disímiles. En la actualidad se han postulado varios modelos de 

farmacóforos. En su mayoría, derivan del estudio de compuestos estructuralmente 

relacionados.22

• 1 QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationship.
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Así podemos presentar el modelo planteado para derivodos de N-bencíamidas 

del ácido y-hidroxibutírico23 donde la octividad esta asododa a la presencia de 

un fragmento N-Benciomida. un añilo aromático distante y un grupo donor de un 

enlace H (capaz de formar puente H), localizado entre e*os  (Figura I).

Figura 1. Modelo tarmocotónco propuesto para lo octMdod anticonvutsiva de 

compuestos reiooonodos a derivados de H-benciamidas del ácido r-hidrojdbutírico.

B patrón tarmocotónco derivado del estudio de ureas y semicarbazonas24 postula 

la existencia de un sitio capaz de formar puente H localizado entre dos áreas 

hidrofóbicas. Para el caso de semicarbazonas el sitio capaz de generar un puente 

hidrógeno se disocia en un sitio donor/aceptor de H y un grupo donor de 

electrones (Figura 2). B análisis computacionaP5 también contribuyó en el diseño 

de nuevos ligandos antiepilépticos pero el estudio siempre estuvo limitado en 

general a una determinada familia estructural.

Figura 2. (a) Representación esquemático del modelo farmacofórico sugerido paro la 

octividad anticonvutsivante de compuestos derivodos de ureas, (b) Representación
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esquemática y farmacóforo propuesto para la actividad anticonvulsivante de compuestos 

relacionados a semicarbazonas.22 1 :Regiones hidrofóbicas; 2: Sitio aceptor / donor de 

hidrógeno; 3: Grupo donor de electrones.

Recientemente se postularon diversos farmacóforos para distintos mecanismos de 

acción. Por ejemplo el estudiado para estructuras derivadas de 6,7- dimetoxi- 

1,2,3,4-tetrahidroisoquinolinas26 que actúan como antagonistas de receptores 

AMPA (Figura 3).

Figura 3. Farmacóforo postulado 

para compuestos derivados de 

1,2,3,4- tetrahidroisoquinolinas .Las 

regiones en verde corresponden a 

enlaes H aceptores (HBA1 y HBA2); 

en azul región hidrofóbica 

aromática (HYAr); en celeste 

grupos hidrofóbicos (HY1 y HY2); en 

negro zonas donde los grupos 

voluminosos disminuyen la 

actividad (E1,E2,E3). Figura tomada 

de: De Lucal.et al. Arch. Pharm. 

Chem. Life Sci. 2006, 339, 383-400.

Hasta el momento, según nuestro conocimiento, se han postulado tres 

farmacóforos para compuestos bloqueantes de canales de sodio a partir de 

fármacos antiepilépticos estructuralmente disímiles.

Uno de los modelos propuesto27 se basa en la comparación estructural de CZ, 

PHE, LAM, ZON y rufinamida (RUF). Este último compuesto se encuentra en la 

etapa de ensayos clínicos. (Anexo faesj Basados en este análisis se identificaron tres 

grupos con diferentes características que deben estar presentes a una distancia 

bien definida. Estos grupos diferentes incluyen un anillo aromático (R), un átomo 

donor de electrones (D), cercano a un grupo NH, que define una unidad HAD 

donora /aceptora de un enlace hidrógeno según las distancias indicadas en la 

Figura 4.
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Figura 4. Patrón farmacofórico para 

compuestos bloqueantes de canales de 

sodio propuesto por Unverferth et.al. 

Tomada de: Unverferth,K.; Engel, J.; 

HjgenM; Rostock, A.; Gunther, R.; 

Lankau, H.; Menzer,M.; Rolfs, A.; 

Liebscher, J.; Muller, B.; Hofmann, H. J. 

Med. Chem. 1998, 41, 63-73.

Recientemente se planteó un patrón farmacofórico que surgió del análisis de PHE, 

CZ, Flunarizína (FL) , ZON, LAM, Nafimidona (NA), RUF, Remacemida (RAM), 

Dezinamida (DZ), Denzimol (DEN), compuestos se sabe que actúan por bloqueo 

de canales de sodio voltaje dependiente. El farmacóforo propuesto se nuestra en 

la Figura 5.28 Este farmacóforo está definido por dos grupo: un grupo (HA/D) donor 

aceptor de H; y una región aromática (Aro) separada por una distancia 

establecida. A diferencia con el anterior (Figura 4), no es necesaria la presencia 

del grupo D que corresponde a un átomo donor de electrones.

En base a este farmacóforo se sintetizaron y evaluaron un conjunto de 

fenilacetamidas con actividad frente al MES test.25

Figura 5. Farmacóforo propuesto para la actividad 

anticonvulsivante.

H A/D : Grupo donor/aceptor de H.

Aro.: Grupo aromático.Tomado de: Shindikar, A.V., 

Khan,F.; Viswanathan, C.L. European Journal of 

Medicinal Chemistry, 2006, 41. 786-792.

En nuestro laboratorio, estudios que comenzaron hace mas de 10 años, en el cual 

se utilizaron distintas metodologías, como análisis QSAR (Relación cuantitativa 

estructura- actividad) <Anexo 1 *9), cálculo computacional y análisis de similaridad se 

permitió postular un patrón farmacofórico de fármacos anti-MES.19- 29<30 31- 32< -33 

Dicho estudio comenzó con un análisis 2D-QSAR, en el que se relacionaron 

descriptores como log P, descriptores del efecto electrónico, cargas, efecto 

esférico con la ED50 de cada uno de los compuestos. Se encontró que el efecto 

lipofílico es importante para que estos compuestos atraviesen la Barrera 

Hematoencefálica (BHE), pero el análisis estadístico no fue suficiente para
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cuantificar la actividad anticonvulsiva.36 Estos resultados orientaron a que la 

limitación descriptiva se podía originar en la conformación molecular.

Por tal motivo, se realizo un estudio conformacional electrónico de un conjunto 

de valpramidas N-sustituidas seguido de un análisis de similaridad para encontrar 

las características comunes responsables de la actividad.34 De esta manera se 

postulo un farmacóforo, definido por la superposición de los análogos rígidos PHE 

y CZ, el cual proponía una región polar y una región lipofílica. Esta conformación 

se tomó como punto de partida para la superposición de compuestos con 

actividad anti-MES utilizando diversos programas computacionales.37

El análisis QSAR reveló la importancia de las características electrónicas del 

farmacóforo. La cuál se confirmó por posteriores estudios de cargas, con distintos 

niveles de cálculo, sobre los grupos funcionales que definen esta porción del 

farmacóforo, representado en la Figura 6 36 39 41 42

• Dos centros cargados negativamente (1 y 2) unidos a un centro de densidad 

positiva (3).

• Un resto hidrocarbonato de por lo menos 3 átomos de C (átomos 5 a 7) 

acoplado a la región polar por medio de un átomo con hibridación sp3.

Los requisitos conformacionales están asociados a la orientación espacial de la 

porción hidrofóbica con respecto a la porción polar que se define por el valor de 

los ángulos dihedros t1= -64o; t2= -152°; t3= 180°. La distancia del grupo polar al 

grupo hidrofóbico tomada desde el átomo 1 al 7 es de 5-5.5 Á.

Figura 6. Patrón Farmacofórico para compuestos con actividad anti-MES definido por 

nuestro grupo de trabajo. 1, 2, 3 átomos que definen la región polar (en rojo cargas 

negativas en amarillo positiva) átomos 4 -7 definen la región lipofílica.
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Con el objeto de validar el patrón tarmacofórico postulado se amplió el conjunto 

de estructuras, incluyendo compuestos que presentan grupos funcionales 

sulfamato y sulfonamida con actividad anti-MES. Se estudió un conjunto de 14 

estructuras entre ellas, anticonvulsivos de uso clínico como Topiramato y 

estructuras diseñadas y sintetizadas en nuestro laboratorio.32 Mediante un estudio 

conformacional, basado en cálculos químicos-cuánticos y análisis de similaridad 

se validó el farmacóforo27 definido anteriormente (Figura 6).

Si bien este farmacóforo resultó útil para diseñar nuevas estructuras activas, se 

observó que muchas otras que cumplían con los requerimientos de éste no 

presentaban actividad.

Para entender más profundamente la interacción ligando- receptor es necesario 

considerar las interacciones tridimensionales. Es así que se planteó extender la 

validez del farmacóforo utilizando una metodología 3D-QSAR.33

El análisis 3D-QSAR <Anexo 8) es una metodología que nos permite identificar 

características espaciales compartidas por las moléculas activas. Su aplicación 

nos facilitó obtener un farmacóforo que cumpliera las características espaciales.32' 
37

6. Extensión del Farmacóforo: 3D-QSAR - CoMFA

El patrón farmacofórico postulado por nuestro grupo de trabajo 31 fue validado y 

extendido a través de un análisis Comparativo de Campos Moleculares (CoMFA) 

(Anexo 9) El conjunto de prueba se amplió incluyendo 27 estructuras diversas con 

actividad anti-MES representado a 13 familias estructurales (Figura 7).33

En el conjunto de prueba estaban presentes drogas clásicas como PHE, CZ, 

valpramidas diseñadas en nuestro laboratorio, así como compuestos de nueva 

generación ZON, Felbamato (FLB), Topiramato (TOP). Todas ellas poseen actividad 

frente al MES test. 38,39,40,41,42

El estudio CoMFA requiere una serie de procedimientos para su aplicación entre 

ellos: 1) la alineación de las moléculas en su conformación bioactiva. Para ello se 

utilizó la conformación previamente determinada por el farmacóforo que genera 

de la superposición de Carbamacepina (CZ) y Fenitoína (PHE) .31

El estudio 3D-QSAR reveló la importancia del farmacóforo definido con 

anterioridad19 y se incorporó un nuevo requerimiento relacionado a un 

sustituyente voluminoso (Figura 8 a), unido a uno de los extremos de la porción 

polar del farmacóforo definiendo un ángulo diedro con respecto a la porción 

polar t4= 0o .
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Figura 7. FAES analizados para la obtención del farmacóforo 3D-QSAR.
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En el mapa de contornos correspondiente al efecto electrónico (Figura 8 (b)) las 

zonas rojas se interpretan como regiones donde la presencia de grupos negativos 

incrementaría la actividad. Las zonas en azul en cambio muestran las zonas 

donde grupos positivos incrementan la actividad.

Según los resultados la contribución del efecto esférico tiene un peso mayor 

(67%) que el efecto electrónico (33%) con respecto al incremento de la actividad 

biológica .32

Es importante destacar que en base al patrón farmacofórico obtenido (Figura 7) 

se diseñaron compuestos cuya porción polar esta representada por la función 

sulfamida, la cuál no fue evaluada con anterioridad a este trabajo como 

antiepiléptico32.

Recientemente durante la redacción de esta Tesis Doctoral el grupo de Maryanoff 

y colaboradores publicó una patente donde presenta compuestos 

funcionalizados como sulfamidas y sulfamatos con actividad anti-MES.43

Figura 8. (a) Mapa de contorno del efecto 
esférico obtenido del análisis CoMFA. En verde 
(a-1 y a-2) las dos regiones voluminosas que 
incrementan la actividad. La región a-1 está 
próxima a la región polar del farmacóforo 
definiendo el ángulo diedro t4. (Ver Figura 9) 
Es la más importante. La región a-2 se puede 
considerar como una extensión de la región no 
polar del farmacóforo. En la figura 9 se muestra 
el largo mínimo de la porción lipofílica 
requerido para la actividad anticonvulsiva. La 
región amarilla a-3 representa la zona donde 
el aumento del efecto esférico disminuye la 
actividad.

(a)

Figura 8. (b) Mapa de contorno 
del efecto electrónico obtenido 
del análisis CoMFA . Las zonas en 
rojo b-3 y b-4 indican que grupos 
con cargas negativas en estas 
regiones incrementan la 
actividad. Las regiones en azul b- 
1 y b-2 coinciden con los 
extremos negativos de la región 
polar del farmacóforo! Figura 9, 
átomos 1 y 3).

(b)
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Figura 9. Representación esquemática del farmacóforo extendido obtenido del análisis 3D-

QSAR. La región en verde muestra el requerimiento esférico adicional. t=0° define su 

orientación con respecto a la porción polar.

7. Funcionalización de la porción polar: Bioisosterismo.

El bioisosterismo es una Teniendo en cuenta los requerimientos de la

aproximación usada en porción polar del farmacóforo postulado33 (Figura

química medicinal para la 9) se inspeccionaron anticonvulsivos de uso clínico,

modificación de observándose que éste está presente en funciones

compuestos líderes en urea, éster, ácido, amida, carbamato, sulfato,

agentes más seguros y sulfamato y sulfonamida (Figura 7) de los

clínicamente más compuestos analizados.
efectivos. Los grupos NH, CH2 y O son bioisósteros clásicos

A menudo este concepto (según la ley de desplazamiento de Grimm);
es considerado cualitativo mientras que los grupos sulfóxidos y sulfatos son

e intuitivo. bioisósteros no clásicos capaces de reemplazar al 

grupo carbonilo44. Por lo tanto, las funciones que

constituyen la parte polar del farmacóforo cumplen con el requisito de ser 

bioisósteras. |Anexo9]
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El reemplazo de la función carbonilo por un grupo sulfóxido y la sustitución de los 

grupos CH y O por NH da lugar a la función sulfamida.

Se propone entonces la inclusión de la función sulfamato y sulfamida como 

resultado de un reemplazo bioisostérico (Figura 10), diseñándose así nuevas 

funciones que definen la porción polar del farmacóforo (átomos 1-3 en Figura 9).

Figura 10. Funciones bioisósteras de drogas antiepilépticas. 
Corresponden a la porción polar del farmacóforo (en 
negro). Se resalta la función sulfamato y se incluye la 
función sulfamida (en azul) como bioisósteros de éstas.

Los compuestos nuevos diseñados y/o seleccionados quedan entonces 

representados por:

♦ Grupo polar: Sulfamatos y sulfamidas.

• Porción lipofílica: Cadenas hidrocarbonadas de tres (3) a seis (6) átomos 

de carbono. Se incluyen grupos voluminosos en la región próxima al grupo 

polar que cumplan con el requerimiento esférico adicional planteado en 

el farmacóforo (Figura 9).

Las estructuras de los compuestos diseñados y/o seleccionados se muestran en la 

Figura 11. Estas incluyen sulfamidas simétricas di- y tetra- sustituidas, sulfamidas 

primarias, sulfamidas N-(tertbutoxicarbonil)-N'-sulfamoil- mono y disustituidas/ y 

cuatro sulfamatos primarios de distinta cadena hidrocarbonada.

8. Estudio electrónico de los grupos sulfamato y sulfamida en los compuestos 
diseñados.

Definidas las funciones sulfamato y sulfamida, por reemplazo bioisotérico, de la 

porción polar del farmacóforo, esta aproximación se evaluó mediante la 

descripción electrónica haciendo uso de métodos químico-cuánticos.
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Figura 11. Compuestos diseñados en este trabajo.

Para tal fin, se realizó un calculo de cargas para justificar el cambio biosisoterico 

observando la influencia de la cadena lipofílica en el calculo de las mismas 

(Figura 11). Los valores de las cargas sobre los átomos Ql, Q2, Q3 (Ver Figura 4) 

que definen la porción polar del farmacóforo se compararon con aquellas drogas 

de uso clínico utilizadas en la definición del farmacóforo (Figura 9: átomos 1,2, 3). 

En el estudio de la porción polar se consideraron compuestos incluidos en el 

training set usado para definir el farmacóforo (Fig. 12). Se eligió al menos un 

compuesto representativo de cada grupo funcional para cubrir todas las 

funciones bioisosteras con actividad anti-MES. En los casos donde hay más de un 

compuesto, para un determinado grupo funcional, se eligió aquel cuya ED50 

frente al MES test es menor, por lo tanto el más potente.

También se incluyeron compuestos derivados del ácido valproico, cuyas 

actividades anticonvulsivas fueron determinadas en nuestro grupo de trabajo19, 

con el objeto de tener mayor diversidad estructural.
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9. Metodología empleada

Figura 12. Compuestos de uso clínico con actividad anti- Mes. Se enumeran los

átomos incluidos en patrón farmacofórico propuesto. Los átomos 1,2,3 corresponden 

a la porción polar del farmacóforo.

En el estudio electrónico-estructural de las compuestos diseñados y/o 

seleccionados se utilizaron diversos programas de química computacional:

• HyperChem 7.0145

• Gaussian 9846

• Sybyl 6.347

Las estructuras 3D de partida se construyeron mediante el uso del programa 

HyperChem 7.01. Todas las optimizaciones así como la determinación de la 

distribución electrónica fueron realizadas por métodos de funcionales de 

densidad (B3LYP) con bases 6-31G**  (G98)42 utilizando el programa Gaussian 98. 

El Programa Sybyl 6.3 se utilizó para realizar el análisis de superposición de los 

compuestos diseñados en base al patrón farmacofórico postulado.

28



Capítulo 1

9.1 Características electrónicas

En la primer etapa previa a la determinación de la distribución electrónica cada 

una de las 12 estructuras diseñadas así como el conjunto de estructuras de la 

Figura 12, se optimizó su geometría utilizando cálculos químico-cuánticos, 

empleando funcionales de la densidad (B3LYP) con bases 6-31G**,  utilizando el 

programa Gaussian 98, y se buscó la conformación de menor energía.

Para el cálculo de la distribución de cargas, las moléculas se alinean en la 

conformación activa determinada en un análisis previo.33

Las cargas alrededor de los centros atómicos se calculó de densidades de 

funcionales GAUSSIAN 98 (G98)47 usando funcionales B3LYP con bases 6-31+ G 

(d,p).La distribución electrónica se obtiene de calcular potenciales electrostáticos 

(Chelp G, G98)48.

9.2 Análisis de superposición

La conformación más estable de cada uno de los 12 compuestos se obtiene por 

medio de un Cálculo de Funcionales de Densidad (G9839 B3LYP/6-31G**) 47.

Las estructuras optimizadas se superponen con la estructura restringida del 

farmacóforo utilizando el programa Sybyl48 versión 6.6 que se corrió en un 

Workstation Silicon Graphics Octane. La herramienta utiliza para tal fin es fit atoms. 

Los átomos que definen el template se enumeran de 1 a 7 en la Figura 14.

En la superposición con el template las estructuras rígidas del conjunto de prueba 

CZ y PHE determinan las características de la conformación bioactiva (Figura 13).

Figura 13. Superposición de los análogos rígidos CZ Y PHE, en verde átomos que definen el 

farmacóforo.

29



RMS (Root- Mean- Square).

Cómo medida de la habilidad de las 

moléculas de adoptar la 

conformación activa, la impuesta por 

el patrón farmacofórico, se obtienen 

los valores de RMS de la superposición 

de éstas con la estructura del 

farmacóforo propuesto33 (Tabla 2).

10. Resultados

Análisis electrónico

Los resultados se muestran en la Tabla 1. Se detallan los átomos de las funciones 

orgánicas que corresponden a la porción polar del farmacóforo.

Las estructuras que se muestran corresponden a los compuestos de uso clínico 

que forman parte del conjunto de prueba en la definición del farmacóforo y los 

compuestos derivados del diseño.

Función Qi Q2 Q3 Función Qi Q2 q3

CZ Urea -0.563 0.905 -0.928 1-TPS Sulfamida -0.464 0.897 -0.437

PHE Amida -0.488 0.568 -0.652 2-TBS Sulfamida -0.464 0.897 -0.437

VPA Acido -0.559 0.633 -0.535 3-DPS Sulfamida -0.466 1.021 -0.729

TOP Sulfamato -0.551 1.433 -1.043 4-DPHS Sulfamida -0.496 0.931 -0.724

ZON Sulfonamida -0.481 0.957 -0.870 5-BSC Sulfamida -0.460 0.925 -0.575

VIN Ester -0.518 0.742 -0.468 6-DBSC Sulfamida -0.454 0.942 -0.639

OCZ Urea -0.542 0.850 -0.940 7-DBS Sulfamida -0.486 0.947 -0.805

BHATS Sulfonamida -0.440 0.873 -0.865 8-BS Sulfamida -0.489 1.014 -0.868

RET Carbamato -0.561 0.886 -0.497 9- n-BSU Sulfamato -0.478 1.135 -0.866

SUVPD Amida -0.547 0.717 -0.711 10- n-PSU Sulfamato -0.480 1.126 -0.858

PRVPD Ester -0.516 0.724 -0.496 11-n-HSU Sulfamato -0.457 1.069 -0.817

TOP2 Sulfato -0.441 1.064 -0.336 12-VPS Sulfamato -0.487 1.161 -0.876

Tabla 1. Densidades locales de carga (Q¡) sobre los átomos que definen la porción polar del 
famacóforo. Los valores provienen del calculo de los potenciales electrostáticos usando B3LYP/6- 
31G**.  Izquierda: grupo de 12 compuestos con probada actividad anti-MES que representan a los 
distintos grupos funcionales. Derecha: 12 sulfamatos y sulfamidas diseñados en este trabajo.
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Análisis de Superposición

En la figura 14 se muestran el conjunto de las 12 estructuras diseñadas 

superpuestas en la conformación establecida por el farmacóforo.

Figura 14. Superposición de los 12 compuestos diseñados en la conformación 

bioactiva definida por las estructuras de CZ y PHE. En verde se observan los 

átomos que definen al farmacóforo.

Compuestos RMS Compuestos RMS

1-TPS 0.277 7-DBS 0.288

2-TBS 0.396 8-BS 0.278

3-DPS 0.269 9- n-BSU 0.271

4-DPHS 0.255 10- n-PSU 0.274

5-BSC 0.242 11-n-HSU 0.278

6-DBSC 0.437 12-VPS 0.274

Tabla 2. Valores de RMS obtenidos por superposición de los compuestos 

diseñados con el farmacóforo postulado para la actividad anti-MES.
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11. Discusión de los resultados

Del análisis de cargas sobre los compuestos diseñados se observa que la 

distribución electrónica es en todos los casos compatible con las características 

de la porción polar definida en el farmacóforo14 (Tabla 1, columna de la 

derecha).

Los diferentes tipos de sulfamidas tetra- sustituidas (1, 2), di- sustituidas (3, 4), N- 

(tertbutoxicarbonil)-N'-sulfamoil- (5, 6), mono-sustituidas (7, 8) y los sulfamatos con 

cadenas alifáticas lineales (9,10,11) y ramificada (12) cumplen con la distribución 

electrónica propuesta por el farmacóforo. Esto nos indica que las sustituciones en 

los distintos grupos funcionales elegidas son correctas y válidas para avanzar con 

el estudio de estos compuestos como potenciales anticonvulsivos.

Si se observa la distribución de cargas sobre el conjunto de compuestos de 

prueba (Tabla 1, columna izquierda) se mantiene la distribución electrónica 

esperada. Por lo tanto, el reemplazo bioisotérico desde el punto de vista de las 

propiedades electrónico-estructurales es válido y debería conducirnos a 

compuestos activos frente al ensayo MES.

Los valores de RMS (Tabla 2) son aceptables en todos los casos con lo que 

podemos decir que los compuestos diseñados y/o seleccionados son capaces de 

adoptar la conformación necesaria para la actividad anti-MES definida por el 

farmacóforo utilizado. 31

• El reemplazo bioisosterico propuesto donde se eligen los grupos sulfamato 

y sulfamida queda validado con el análisis electrónico-estructural realizado 

utilizando métodos computacionales.

• La elección de las cadenas lipofílicas presentes en los sulfamatos y 

sulfamidas diseñados no influyen en la distribución de cargas sobre la 

porción polar definida por el farmacóforo postulado.

• Si bien las estructuras diseñadas son simples todas ellas cumplen con los 

requerimientos mínimos para la actividad anti-MES según el farmacóforo 

propuesto33.

• Según el análisis de superposición se observa que todas las estructuras 

propuestas pueden adoptar ía conformación activa ya que superponen 

con valores de RMS de 0.24-0.28 para diez de los compuestos y de
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•w

aproximadamente 0.40 para dos de ellos, siendo valores estadísticamente 

aceptables.

• En este paso nos encontramos en condiciones de predecir la actividad de 

los compuestos diseñados y/o seleccionados en función al cumplimiento 

de los requisitos planteados (farmacóforo).

• En base a estos resultados el siguiente paso es la síntesis de los compuestos 

diseñados para su posterior evaluación farmacológica, la que confirmará 

o rechazará los criterios utilizados en su diseño.
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Capítulo 2

Síntesis Química

1 - Introducción

Un 75% de los fármacos que actualmente se encuentra en el mercado son 

producidos por síntesis total. El otro 25% lo cubren los compuestos de semisíntesis, 

preparados por modificación parcial de productos naturales, y un tercer grupo se 

obtiene por métodos fermentativos o por métodos de síntesis químico-biológicos, 

(biotecnología).1

En lo que respecta a los métodos químicos, que son los utilizados en el presente 

trabajo, y los mayormente utilizados en la industria farmacéutica, no debe 

hablarse de una síntesis orgánica tradicional ya que dentro del terreno 

experimental de la síntesis química se han introducido grandes cambios en la 

preparación a gran escala de productos farmacéuticos, como es el uso de altas 

presiones, atmósfera inerte, temperaturas muy bajas, reactivos soportados sobre 

diferentes tipos de materiales, etc.1

A continuación se describirá la planificación de síntesis, a escala de laboratorio 

de los compuestos diseñados.

2. Planificación de síntesis

La síntesis de las estructuras diseñadas, se realizó luego de una planificación 

racional de las rutas sintéticas, teniendo en cuenta la funcionalización presente 

en cada una de las moléculas objetivo.

Se logró realizar una planificación exitosa de la síntesis de sulfamatos y sulfamidas 

a partir de los correspondientes alcoholes y aminas respectivamente, la cual 

exigió un orden secuencial de reacciones, teniendo en cuenta la posición de los 

grupos funcionales, su estereoquímica, reactivos a utilizar, etc.

Al diseñar una síntesis de debe pensar hacia atrás, desde lo complejo a la sencillo, 

de modo que en la práctica podamos trabajar racionalmente de lo sencillo a lo 

complejo. Dicha metodología de planificación, ya probada, se basa en el 

desarmado molecular teórico de la molécula objetivo en unidades llamadas 

sintones. La planificación del camino experimental (sentido inverso al teórico), o 

ruta sintética, que se perfile más promisorio, permitirá unir estos sintones a fin de 

sintetizar la molécula buscada. La planificación de síntesis tiene en cuenta: 
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i) la información disponible en la literatura: particularmente interesantes son los 

resultados obtenidos por otros investigadores que han efectuado con éxito la 

síntesis que deseamos.

¡i) disponibilidades experimentales del laboratorio.

El criterio útil a seguir es buscar el menor número posible de pasos sintéticos ya 

que pocas reacciones incrementan el rendimiento global.

Por otra parte se debe tener en cuenta que a igualdad de pasos es importante el 

orden en que se realizan dichos pasos siendo preferibles síntesis convergentes, en 

la que el paso final enlaza dos procesos separados donde el rendimiento total de 

la reacción es mejor que el de una síntesis /inea/2(Figura 1). En reacciones que 

requieren de muchos pasos, como por ejemplo la síntesis de polipéptidos, la 

ventaja de una síntesis convergente a una lineal es realmente importante.2

Síntesis lineal de seis pasos. Rdto Global: 53.1 %

Síntesis convergente. Rdto Global: 72.9%

Figura 1. Síntesis lineales y convergentes. Comparación en el rendimiento entre una 

reacción de seis pasos donde se usa una síntesis lineal y una síntesis convergente.
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3. Sustancias de partida.

El proceso de planeamiento sintético implica reducir el compuesto final complejo 

a moléculas sencillas a partir de las cuáles es posible obtenerlo. Cuando nos 

referimos a sustancias de partida o materias primas implica generalmente 

compuestos asequibles comercialmente o que se pueden sintetizar mediante 

procedimientos de laboratorio ya descritos en la literatura. Las sustancias de 

partida utilizadas en el trabajo sintético, pueden ordenarse en dos categorías:

• sustancias comercialmente asequibles

• sustancias que se preparan o deben prepararse en un laboratorio de 

síntesis orgánica.

4. Tipo de estructuras sintetizadas

4.1 Sulfamatos y Sulfamidas

Los tipos de compuestos preparados en este trabajo de Tesis se presentan en la

Fig. 2. Abarcan sulfamidas simétricas 

NzN’-di-sustituidas (1) y tetra-sustituidas (2), 

sulfamidas monosustituidas (3), y N,N-d¡- 

sustituidas(4).

Sulfamidas N-(tert-butoxicarbonil)-N’- 

mono sustituida(5) N-(tert-butoxicarbonil)- 

N’,N’-di-ust¡tu¡das(6). Los compuestos tipo 

5 y 6 son intermediarios en la síntesis de 

los compuestos 3 y 4.

Se prepararon sulfamatos primarios (7), sin 

sustitución sobre el átomo de Nitrógeno. 

Todos los compuestos cumplen con los 

requerimientos del patrón farmacofórico, 

según lo requerido por el diseño

racional, por lo que fueron sintetizados, 

purificados y caracterizados para su 

evaluación farmacológica como

Figura 2. Estructura general de sulfamidas y 

sulfamatos preparados en este trabajo de 

Tesis.

anticonvulsivos.
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5. Química de sulfamidas y sulfamatos.

Las sulfamidas y sulfamatos a preparar se pueden clasificar como derivados del 

ácido sulfámico NH2SO3H (Esquema 1 y 5). A su vez el ácido sulfámico y los 

reactivos sulfamoilantes derivados de éste, en sus formas de azidas o cloruros 

pueden ser utilizados como precursores versátiles en la síntesis de compuestos que 

contienen el grupo sulfamido.3 En nuestro caso en particular las sulfamidas y 

sulfamatos fueron sintetizadas a partir de cloruro de sulfurilo (SO2CI2) o bien del 

agente sulfamoilante clorosulfonil isocianato (CSI) dependiendo del tipo de 

compuesto buscado.

5.1 Acido sulfámico.

El ácido sulfámico se preparó por primera vez en 1878 por Berglund4 pero recién 

en 1887 Raschig5 descubrió un método simple para su preparación y éste 

comenzó a ser un compuesto de interés químico.

Se denominaba ácido amidosulfónico pero actualmente se denomina ácido 

sulfámico por su relación estructural con el ácido carbámico: NH2COOH.

Recién en 1932 Franklin en su trabajo The Nitrogen System of Compounds6 

sistematizó la química del Nitrógeno y puso especial atención con respecto a un 

gran número de compuestos que podían ser considerados como derivados de un 

pequeño número llamado "ácidos acuo-amoniosulfúricos” .

A partir del desarrollo, a escala comercial del ácido sulfámico en 19397 8, resurgió 

el interés por compuestos relacionados con enlaces nitrógeno-azufre.

Por sucesivos reemplazos de los grupos hidróxilos del ácido sulfúrico por NH2 se 

obtuvo el grupo ácido sulfámico (1) y sulfamida (2) formalmente ambos son una 

mezcla de ácidos acuo-amoniosulfúrico (Esquema 1).

Los ácidos imidodisulfónico (3) y nitrilosulfónico (4) son considerados productos de 

deaminación del ácido sulfámico. Imidodisulfamida(5), así como las sulfonamidas 

(6) están relacionadas a sulfamidas.
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Esquema 1. Compuestos con enlaces N-S derivados del ácido sulfúrico.

La relación entre los compuestos ácidos aminosulfónicos acuosos y los ácidos 

acuo-omoniocorbánicos se muestra en tabla 1. Esta comparación de similaridad 

entre estos grupos resultó útil en un principio para enumerar las propiedades y 

reacciones relacionadas a los ácidos acuo-amoniosulfúricos.

Tabla 1. Mezcla de ácidos acuo-amonio relacionados al ácido sulfúrico y al ácido 
carbámico.

Compuestos relacionados a SO2(OH)2 Compuestos relacionados a CO(OH)2
Fórmula Nombre Fórmula Nombre

H2NSO2OH Ácido sulfámico H2NCOOH Ácido Carbámico
H2NSO2NH2 Sulfamida H2NCONH2 Urea
HN(SO2NH2)2 Imidodisulfamida HN(CONH2)2 Biuret
HN(SO2OH)2 Ácido

Imidodisulfónico
HN(COOH)2 Ácido 

imidodicarbónico
RHNSO2 Sulfonamida HNCO Ácido ciánico

5.2. Preparación de ácido sulfámico.

A continuación se describen brevemente cuatro métodos para la preparación de

ácido sulfámico que enfatizan su carácter de ácido acuo-amoniosulf úrico.9
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a. Por amonólisis de ácido sulfúrico y compuestos relacionados.

El termino amonólisis o 

aminólisis se refiere a 

solvólisis por aminas.

El término aminación se 

refiere a la adición de 

una amina.

Los procesos que involucran la reacción de 

amoníaco líquido o acuoso sobre cloro o fluoro- 

sulfonatos 10 sobre ácido nitrosilsulfúrico11 o sobre 

trióxido de azúfre en piridína, amina terciaria12 y 

dioxano13 son de carácter amonolítico e 

involucran la conversión de un derivado acuoso 

del ácido sulfúrico en un ácido acuo- 

amoniosulfúrico (Ecuación 1).

Ecuación 1. Obtención de ácido sulfámico por aminólisis de ácido sulfúrico y compuestos 
relacionados.14

b. Por nitridación de dioxido de azufre, ácido sulfuroso, sulfitos e hidrosulfitos.

El S (azufre) se 
presenta en tres 
estados de oxidación: 
S(ll), S(IV), y S(VI).
A su vez presenta 
estados de 
coordinación que van 
del 0 al 7.

En algunos casos el ácido sulfámico se puede 

obtener directamente, en otros casos se forman 

ácidos acuo-amoniosulfúricos que se hidrolizan a 

ácido sulfámico (ejemplo a). El método de 

Raschig que involucra la reacción de dióxido de 

azufre con la sal de hidroxilamina en solución 

acuosa o en presencia de pirídina, se puede 

interpretar como la nitridación del azufre tetravalente S(IV) a un estado 

hexavalente (VI) con la correspondiente reducción del nitrógeno al estado de 

amoníaco.9

Las sales de hidroxilaminas y bisulfitos reaccionan de igual manera dando 

sulfamatos.13

42



Capítulo 2

c. Hidrólisis de ácidos acuo-amonlosulfúricos.

• La hidrólisis de nitrosulfonatos e imidodisulfonatos da lugar a ácido

sulfámico.15

• La hidrólisis de sulfamidas en solución alcalina ocurre según la ecuación :

5.3 Sulfamidas

Las sulfamidas NH2SO2NH2, diaminas del ácido sulfúrico, fueron sintetizadas y 

caracterizadas por primera vez por Regnault.19 Estas fueron preparadas por 

diversos métodos los que fueron actualizados por Audrieth y Sveda.20
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• La hidrólisis acida de imidodisulfamidas conduce a la formación de 

sulfamida y ácido sulfámico.16

Todas estas reacciones son ejemplos de hidrólisis parciales de ácidos acuo- 

amoniosulfúricos que llegan hasta la formación de ácido sulfámico.

d. Hidrólisis de ácidos N-acil sulfámicos.

El proceso de obtención industrial de ácido sulfámico por reacción de urea con 

ácido sulfúrico fumante (Ecuación 1) ha sido modificado para obtener 

rendimientos del orden de 98%.17

Existe una patente para la preparación industrial de ácido sulfámico y sulfamato 

de amonio por reacción de amoníaco y trióxido de azufre.18

La química del ácido sulfámico y sus derivados N-Sustituidos ha sido presentada 

adecuadamente por Benson y Spillane.3



Ito y colaboradores estudiaron la síntesis de sultamidas en fase gaseosa y 

encontraron que los rendimientos en la preparación de este tipo de compuestos 

decrecen con el aumento de la temperatura. Por encima de 403K se forman 

compuestos condensados del tipo : (NH4NSÜ2)2 y NH4N(SO2NH2)2.21

Sowada resumió la síntesis de sulfamidas en tres reacciones22:

1- Reacción de aminas primarias (alquil o aril) con SO2CI2

2- Reacción de aminas primarias con ácido clorosulfónico.

3- Reacción de aminas primarias con (R= alquil cicloaquil, aril) con sulfamidas.

Sulfamidas tetrasustituidas fueron preparadas por Sowada23 por reacción de 

diclorosulfamidas (7) con arilsulfatos.

También extendió la reacción de sulfamidas N,N’-disustituidas a sultamidas 

tetrasustituidas.24 25

Sulfamidas alifáticas N,N’-disustituidas se obtuvieron por reacción de sulfamatos 

con oxicloruro de fósforo en piridina.
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5.3.1 Sulfamidas primarías y N-(terf-butil)-N’-sulfamidas

Catt y Matier26 presentaron la preparación de sulfamidas primarias a partir de N- 

di-tert-butil- N'-sulfamidas sustituidas y posterior hidrólisis con ácido trifluoroacético 

como se presenta en la ecuación:
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Otra alternativa es la preparación de N-(tert-Butoxicarbon¡l)sulfamida utilizando 

como reactivo clorosulfonil isocianato (CSI)27. En una reacción en un solo paso 

se hace reaccionar clorosulfonil isocianato (CSI) con un alcohol preferentemente 

terciario (fert-butanol) y posterior reacción con amoníaco líquido en presencia de 

una amina terciaria como piridina o trietilamina.28

El CSI es un electro filo 

fuerte que tiene dos sitios 

de ataque nucleofílico el 

SO2yel C=O.27

El intermediario formado clorosulfonil carbamato 

(1) es un producto inestable. Una forma de 

estabilizarlo es en presencia de una amina 

terciaria (por ejemplo Piridina) dando lugar a un 

intermediario tipo Burgess (2, Esquema 2). Cuando 

no es usa piridina en el medio de reacción, el 

rendimiento para la obtención de la N- 

acilsulfamida (3, Esquema 2) utilizando amoníaco 

líquido cae dramáticamente.

Esquema 2. Obtención de N-(tert-butoxicarbonil) sulfamida a través del reactivo tipo

Burgess.

Esta reacción se puede extender a la preparación de sulfamidas N-sustituidas 

del tipo N-(tert-butoxicarbonil)- N’-sustituidas por reacción del clorosulfonil 

carbamato, (1, Esquema 2) obtenido in situ por reacción de CSI y tert-butanol,
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con la respectiva amina alifática primaria o secundaria o bien una amina 

aromática.29

Esquema 3. Reacción general de preparación de sulfamidas primarias. 1) CSI, amina, tert- 

butanol. 2) Hidrólisis con TFA al 50%.

Por hidrólisis del intermediario N-(terf-butoxicarbonil)-sulfamida con ácido 

trifluoroaético al 50% en diclorometano se obtienen sulfamidas primarias (Esquema 

3) .30

Alternativamente la síntesis de sulfamidas y sulfamatos 

se puede conducir usando un reactivo sulfamoilante 

N-(tert-Butoxicarbonil)-N-[4-(dimetilazaniumiliden)-l,4- 

dihidropiridin-l-il sulfoniljazanida (4).31

Este agente sulfamoilante (4) se prepara a partir de CSI, tert-butanol, en 

diclorometano anhidro y 4-dimetilaminopiridina. Por reacción de 4 con aminas 

alifáticas primarias o secundarias, o un alcohol, da lugar a sulfamidas (3, Esquema 

4) o sulfamatos respectivamente. Este reactivo sulfamoilante es estable a 

temperatura ambiente, y se puede aislar con facilidad. Se ha utilizado para la 

preparación de sulfamidas y sulfamatos en fase sólida.32

Esquema 4. Obtención de sulfamidas tipo 3 por reacción con el agente 

sulfamoilante 4.
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5.4. Sulfamidas cíclicas

La síntesis de sulfamidas cíclicas ha sido otro tipo de sulfamidas donde se han 

utilizando diferentes tipos de estrategias y catalizadores para tal fin.3334'35 36

Las sulfahidantoínas fueron descriptas en literatura en 196537, y desde entonces un 

gran número de síntesis relacionadas a estos compuestos heterocíclicos, 

principalmente a partir de aminoácidos, fueron descriptas38, así como la 

actividad biológica de éstas.

Las técnicas de síntesis en fase sólida han permitido la obtención de librerías de 

compuestos relacionados a sulfahidantoínas.39

6. Sulfamatos

El grupo funcional sulfamato ha sido un grupo utilizado dado que presenta un

amplio espectro farmacológico. (Anexo 7)

En literatura figuran diversos 

tipos de sulfamatos derivados 

del ácido sulfámico 1 (Figura 2), 

con diferentes tipos de 

sustituciones ya sea sobre el 

átomo de N, o sobre el átomo 

de O dando origen a diversos 

tipos de compuestos (Esquema 

4) a través de diversas rutas 

sintéticas. Todos los 

compuestos tipo 1-5 poseen 

aplicaciones farmacológicas. 

Estos derivados comenzaron a

ser 
Esquema 5. Sulfamatos diversamente sustituidos.

explotados 

por el diseño racional de fármacos para obtener diferentes 

tipos de agentes terapéuticos. Entre ellos podemos mencionar: 

antibióticos, antivirales, anticancerígenos, inhibidores de 

anhidraza carbónica, anti-obesidad, para el tratamiento de la 

osteporosis y anti-artritis, hiperlipidemia, artereclorsis.40
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La función sulf amato también ha sido estudiada por otros autores4142 como 

anticonvulsiva. Conforman la estructura general de un fármaco de uso clínico 

Topiramato42, 6. En nuestro caso en particular nos enfocaremos en la obtención 

de sulfamatos alifáticos tipo 2, Esquema 5.

6.1 Química de sulfamatos

Uno de los primeros trabajos donde se estudia un sulfamato data del año 1884 

donde se discute el reordenamiento espontáneo a temperatura ambiente del 

N,N-dimetilsulfamato el cuál se convierte en una betaína.43

Unos 80 años después en 1965, se plantea 

la conversión de alcoholes en aminas44 

pasando por la formación de un sulfamato. 

Primero se plantea la conversión de un 

alcohol en sulfamato. El reordenamiento45 

de éste éster sulfámico a un análogo de 

betaína, ocurre por migración de un grupo 

alquilo desde un oxígeno a un nitrógeno. 

Finalmente por hidrólisis ácida se obtiene 

una amina (Esquema 6).

Esquema ¿.Obtención de una amina a partir de un alcohol por reordenamiento de un éster 

sulfámico. DME: 1,2-dimetoxietano.

El paso 1 de la ecuación esquema 6, la formación del sulfamato46, se lleva a cabo 

utilizando un procedimiento en dos pasos. Primero por reacción de una amina 

primaria o secundaria con cloruro de sulfurilo (SO2CI2) y posterior reacción del 

cloruro de sulfamoilo generado con un alcóxido de sodio (Esquema 7).

Esquema 7. Primer procedimiento usado para la preparación de sulfamatos.
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Durante varios años la síntesis de sulfamatos se llevó a cabo principalmente 

siguiendo la reacción del esquema 7, por formación de un alcóxido (R2O)47. Sin 

embargo, en muchos casos los rendimientos reportados eran bajos y se aislaba la 

betaína por reordenamiento del éster sulfámico48. Los alcóxidos en muchos casos 

son difíciles de preparar y de manipular, o muchas veces la obtención del 

sulfamato requiere el uso de reflujo y largos tiempos de reacción.49 Otros 

procedimientos que normalmente dan mejores rendimientos están limitados a la 

obtención de un tipo y clase de ásteres sulfámicos 50-5152'53'54- 55 e involucran la 

preparación de reactivos especiales como azidas56 y sulfamidas53.

Spillane y colaboradores plantearon la síntesis de sulfamatos del tipo R1R2NSO3R3, 

RNHSO3R3 y H2NSO3R3 para R alifático o aromático por reacción de cloruro de 

sulfamoilo utilizando un catalizador de transferencia de fase.57 La sal cuaternaria 

usada como catalizador de transferencia de fase puede ser cloruro de 

benciltrietilamonio o el ión tetra-n-butilamonio.46 Este método también fue 

utilizado por otros autores por ejemplo en la preparación de derivados de 

monobactamas con un grupo sulfamoiloximetil o N-alquilsulfamoiloximetil.58

Otro procedimiento para la obtención de sulfamatos es el descrito por el grupo 

de Maryanoff42 (Esquema 8). Esta ruta sintética ha sido empleada para la 

preparación del anticonvulsivo de uso clínico Topiramato59 (Figura 4, Capítulo 2).
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Esquema 8. Preparación de sulfamatos a partir del alcohol y SO2CI2.

En el caso de la preparación de Topiramato y sus derivados, se hizo reaccionar el 

correspondiente alcohol con cloruro de sulfamoilo en presencia de NaH.

Alternativamente se puede hacer reaccionar el alcohol con SO2CI2 en presencia 

de piridina para dar un clorosulfato intermediario (Esquema 6), el clorosulfato 

derivado del alcohol se hace reaccionar con una amina primaria para generar 

compuestos tipo (5, Esquema 8).41 Si la amina que se usa es amoníaco estamos 

frente a un sulfamato primario.

El cloruro de sulfamoilo, CISO2NH2, es un intermediario importante en la síntesis de 

sulfamatos y de sulfamidas asimétricas60 y es un reactivo muy usado a escala 

preparativa. Diversos cloruros de sulfamoilo N-sustituidos (CISO2NRH) han sido



preparados y se han utilizado diversos procedimientos60 por ejemplo por reacción 

de sulfamidas simétricas (RNHSO2NHR) y SO2CI261 o alternativamente con 

HCI62.Otra opción con la que se obtienen mejores rendimientos, y es más rápida es 

a partir de la sal del ácido sulfámico (RNHSO3 ) en una solución de benceno con 

pentacloruro de fósforo (PCI5).73

Los procedimientos típicos empleados comúnmente para la obtención de 

sulfamatos primarios utilizan cloruro de sulfamoilo, 03, 64 y éste se prepara 

fácilmente a partir de clorosulfurilisocianato (CSI) y ácido fórmico (Esquema 9).64 
65, 66

50

Esquema 9. Generación de cloruro de sulfamoilo a partir de CSI y ácido fórmico.

La condensación de CISO2NH2 con la mayoría de los alcoholes primarios y 

secundarios (en Pirid¡na-CH2Cl2) da lugar a sulfamatos primarios con rendimientos 

moderados de 65-75%67 68 (Esquema 10). Sin bien el cloruro de sulfamoilo se 

puede aislar y en muchos trabajos de hecho lo preparan y aíslan69 para la 

posterior reacción con el alcohol resulta más cómodo trabajar con la preparación 

in situ de este intermediario, y en una reacción, de un solo paso, obtener el 

sulfamato primario (Esquema 10).70 Alcoholes terciarios parecen no reaccionar por 

esta ruta sintética probablemente por una reacción de p-eliminación.64

Esquema 10. Preparación de sulfamatos a partir de cloruro de sulfamoilo y un 

alcohol primario o secundario alifático o aromático.

El grupo sulfamato también ha sido utilizado como linker en resinas de cloruro de 

trifilo (Esquema 1l).71 Por un tratamiento ácido éste se libera regenerando el 

sulfamato, o con tratamiento básico liberando un fenol. Estas resinas se utilizaron 

en síntesis combinatoria de fase sólida para dar lugar a librerías de compuestos 

derivados de sulfamatos con diversa actividad farmacológica.55
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Esquema 11. Preparación de sulfamatos en fase sólida.

Al igual que para la preparación de sulfamidas diversos agentes sulfamoilantes se 

han utilizado para la preparación de sulfamatos entre ellos N-(tert-Butoxicarbonil)- 

N-[4-(dimetilazaniumiliden)-l ,4-dihidropirid¡n-l-ilsulfonil]azanida (4)31, catecolsulfato 

72 entre otros. Prácticamente estos agentes sulfamoilantes se utilizan 

principalmente para la preparación de sulfamatos funcionalizados, sustituidos 

sobre el átomo de N y el átomo de O. Estos agentes sulfamoilantes surgieron por el 

interés de sintetizar sales del ácido sulfámico (RNHSO3K) utilizados como 

edulcorantes.73

Varios sulfamatos cíclicos73'74 y 1,2 -sulfamidatos cíclicos36 han sido preparados 

con diversos fines.75

7. Metodología

7.1. Rutas sintéticas utilizadas en el presente trabajo para la obtención de 
sulfamidas.

7.1.1. Preparación de sulfamidas simétricas por reacción de la amina en exceso y
SO2CI2.

Las sulfamidas simétricas fueron sintetizadas según el procedimiento de Gavernet 

L. et al.76 (ver Esquema 12) por reacción de la correspondiente amina con SO2CI2 

bajo atmósfera inerte a 0aC, sin utilizar pirídina77 en el medio de reacción. Por ser 

el SO2CI2 un compuesto muy reactivo, que se descompone en presencia de 

humedad, generando HCI y H2SO4 se debe trabajar bajo atmósfera inerte (Ar o 

N2) y con el material seco sin restos de humedad. También se debe proteger de la 

luz ya que en presencia de luz descompone generando CI278 Para la obtención 

de sulfamidas di-sustituidas la relación estequiométrica SO2CI2: RNH2 es 1: 6. Para 

el caso de sulfamidas tetra-sustituidas se mantiene la misma relación 

estequiométrica, pero se parte de las correspondientes aminas secundarias.
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Esquema 12. Método A: Reacción general utilizada en este trabajo para la 
síntesis de sulfamidas simétricas N,N’-disustituidas

7.1.2 Preparación de sulfamoilcarbamatos por reacción de CSI y la 
correspondiente amina.

Para la síntesis de sulfamidas N,N- disustituidas o monosustituidas se utilizó la ruta 

sintética que conduce a la formación de un compuesto intermedio 

sulfonilcarbamato (1, Esquema 13).

La obtención de los sulfonil carbamatos se realizó en una reacción de un solo 

paso según literatura 79,80,81,82,83 usando como reactivos clorosulfonil isocianato 

(CSI), fert-butanol, la amina correspondiente que puede ser primaria como 

secundaria alifático o aromática, en presencia de trietilamina (Esquema 12).

El uso de trietilamina en esta reacción es para capturar el cloruro de hidrógeno 

que se origina, formando la sal de cloruro de trietilamonio.

Esquema 13. Método B. Reacción general utilizada en este trabajo para la síntesis 
de sulfonil carbamatos tipo 5.

7.1.3. Obtención de sulfamidas N-mono y N,N-di-sustituidas.

Las sulfamidas N-mono y N,N-d¡- sustituidas se prepararon a partir del 

correspondiente sulfonil carbamato (2, Esquema 12) por hidrólisis del grupo 

protector tert-butoxicarbonil mediante el uso de ácido trifluoroacético (TFA) al 

50% en diclorometano anhidro84-85 (ver Esquema 14).
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Esquema 14. Método C. Reacción general utilizada en este 
Trabajo para la síntesis de sulfamidas N, N-mono y di-sustituidas.

7.2. Síntesis de Sulfamatos

7.2.1 Preparación de sulfamatos a partir de los correspondientes alcoholes 
alifáticos.

Para la preparación de sulfamatos, inicialmente, se siguió el procedimiento 

general de Maryanoff, et al.42 Por este camino no se logró obtener el producto 

esperado a pesar de i) variar las condiciones de temperatura de trabajo, i¡) 

relaciones estequiométricas (ver Esquema 15, Método D) entre otras variables 

realizadas.

Esquema 15. Método D: Reacción del alcohol CSI , Método E: i) CH2CI2, 0°C, 1 h;
ii) 0°C , T°C amb. 18h. Método F: i) CH2CI2, 0 °C, 1 h, T °C amb. 4 h;
ii)0°Ca T°Camb. 15a 17h.

En base a estos resultados se decidió cambiar la ruta sintética, para ello se utilizó 

como reactivo clorosulfonil isocianato (CSI)86 en lugar de cloruro de sulfurilo 

(SO2CI2). De la reacción de CSI con el correspondiente alcohol, se obtiene un 

sulfonil carbamato. Por posterior hidrólisis selectiva del grupo tert-butoxicarbonil, se 

accede al sulfamato con el grupo NH2 libre (Esquema 14, Método E)87. Si bien 

esta ruta sintética es útil y pudo aplicarse satisfactoriamente en la preparación de 

sulfamidas ésta no es la más adecuada para la obtención de sulfamatos.

En estas condiciones, los sulfamatos N-Boc-derivados resultaron ser inestables, 

dificultando su aislamiento, purificación y conservación, particularmente se 

descomponen en la etapa de purificación por columna cromatográfica.88

a: i) SO2CI2, Tolueno, Py; ii) R'NH2 
b: i) O=C=NS(aCI, tert-Bu OH,

Cl^Ct, O°C; ¡i) TFA
c: OONSO2CI, HCO2H, CH2CI2,

O°C, atm Ar, Py
R—butilo, hexüo, pentilo, 2-propilpentanol 
R’=H; cadena alifática

53 



La preparación de sulfamatos según el procedimiento descrito por Kim et al.89 

resulta ser la más conveniente en cuanto a sencillez y rendimientos para la 

obtención de los sulfamatos buscados (Esquema 15, Método F).

Se lleva a cabo haciendo reaccionar CSI con ácido fórmico a -14°C, con vigorosa 

agitación magnética obteniéndose cloruro de sulfamoilo, con desprendimiento 

gaseoso que corresponde al CO y CO2 que se genera en este paso de la 

reacción90 (Esquema 16).

Esquema 16. Obtención de cloruro de sulfamoilo a partir de CSI y ácido fórmico.

Se agregó in situ una solución del alcohol alifático correspondiente al sulfamato 

buscado en cloruro de metileno anhidro y presencia de pirídina.91 Se agitó a 

temperatura ambiente durante 15-17h, obteniéndose el sulfamato buscado 

(Esquema 17).Esta fue la vía valida, que de acuerdo a los resultados 

experimentales obtenidos, que se utilizó para la obtención de alquil sulfamatos 

(Esquema 3).Las reacciones fueron monitoreadas por cromatografía en Capa Fina 

(TLC), y los productos puros fueron caracterizados por ]H, 13C-RMN, e IR. Los análisis 

elementales se llevaron a cabo para los nuevos compuestos.

Esquema 17. Método F: ijagitación vigorosa 5m¡n.; i¡) CH2CI2, 0 °C, 1 h, T °C amb. 4 h;
iii) 0 °C a T °C amb. 15 a 17h.
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8. Resultados

A continuación (Tabla 2) se presentan los compuestos preparados, el método

utilizado en cada caso (ver parte metodología), los rendimientos obtenidos,

características físicas, y su Rf (se aclara el solvente de elusion).

Compuesto Método Rdto 
(%)

Punto de 
fusión o 

característica 
física

Rf.

A 76 Aceite 
(T.a)

0.65
ch2ci2

A 47
Aceite 

126-128°C 
(1 mm de Hg)

0.65
CH2CI2: 
Hexano

(1 :1).

A 65 118-119 °C 0.49
CH2CI21 
MeOH 
(20:1).

A 70 100-101°C

0.48

CH2CI2:

MeOH

(20:1).

B 41

144-145 °C 
[CH2CI2: 

Hexano (1 :3)]

0.73 
CH2CI2:

MeOH

(20:1).

B 48 Aceite
(T.a)

0.49
CH2CI2

C 66 65-65.5°C 0.33

CH2CI2
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c 82 46-48°C

0, 29

OH2CI2:

MeOH 

(20:1).

F 18 26-27°C
0.53 

CH2CI2: 
MeOH 
(20:1).

F 41 38-39°C

0,30 

CH2CI2: 

MeOH 

(40:1).

F 50 48-49°C 0.40

CH2CI2: 

MeOH 

(20:1).

F 32 60-61°C 0.33

CH2CI2

Tabla 2. Compuestos preparados. Metodología utilizada, (ver sección metodología), 
rendimientos, constantes física, Rf (placa silica gel F 254). Abreviaturas: T. a: Temperatura 
ambiente, °C (grados centígrados).

Para detalles experimentales y espectros ]H- RMN, 13C- RMN, IR y análisis 

elementales ver Sección 10 de este capítulo.
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9. Discusión de los resultados

Las sulfamidas simétricas se sintetizaron con buenos rendimientos utilizando SO2CI2 

como reactivo. Este tipo de sulfamidas es estable y son fáciles de purificar por 

columna cromatográfica y cristalizaciones. La sulfamida N,N,N',N'-tetra 

butilsustituida resultó ser un aceite que se puedo purificar por microdestilación a 

presión reducida.

La preparación de sulfonil carbamatos se llevó a cabo utilizando como reactivo 

sulfamoilante CSI. Las sulfamidas obtenidas por este método resultan ser más 

estables que los sulfamatos. Se debe trabajar rápido en la etapa de purificación 

por columna y conservarlas a bajas temperaturas para evitar la hidrólisis de grupo 

terf-butoxicarbonil especialmente cuando se preparan derivados N,N-disustituidos 

(sulfamidas de aminas secundarias).

Por hidrólisis ácida de los sulfonilcarbamatos utilizando TFA para liberar el grupo 

protector tert-butanol es posible obtener sulfamidas mono sustituidas (Método C). 

Las reacciones llevadas a cabo según el método D no permiten obtener los 

sulfamatos buscados a pesar de que se han variado condiciones de trabajo tales 

como temperatura y relaciones estequiométricas.

Si bien ya existen antecedentes en nuestro laboratorio de la utilización del 

método E para la preparación de sulfamidas, éste no pudo aplicarse 

satisfactoriamente para la obtención de sulfamatos. Los sulfamatos N-BOC- 

derivados, son muy inestables dificultando su aislamiento, purificación y 

conservación.

La preparación de sulfamatos según el procedimiento descrito por Kim et al.92, 

empleando cloruro de sulfamoilo, pirídina y el correspondiente alcohol, demostró 

ser, según los datos experimentales, la mejor opción para la síntesis de alquil 

sulfamatos primarios (método F).
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10. Sección Experimental:

Síntesis Química

Los puntos de fusión se determinaron en capilares cerrados con un equipo de 

punto de fusión Electrothermal no corregido. Las cromatografías en capa fina 

(TLC) se realizaron en folios de aluminio impregnados en silica gel 60 F254 (Merck, ref 

1.05554), y los manchas se visualizaron con luz ultravioleta (UV 254 y 366) y con 

revelador destructivo de solución acuosa al 5% de Molibdato de Amonio (VI) 

tetrahidratado.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de ]H y 13C se realizaron en un 

equipo Varían Gemini 200 MHz.

Los espectros Infrarrojos (IR) se realizaron en un equipo FT/IR Perkin-Elmer modelo 

espectrofotómetro.

Para la cristalización de los compuestos se utilizó solvente de grado analítico, 

mientras que para las reacciones, extracciones y columnas cromatográficas se 

utilizó solventes cromatograficamente puros, destilados y controlados en nuestro 

laboratorio.

Los análisis elementales se llevaron a cabo en el servicio de Microanálisis del 

Instituto de Química Física de los Materiales, Medio Ambiente y Energía de la 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, de la Universidad de Buenos Aires 

(UBA)-CONICET.
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Obtención de N,N,N',N'-tetrapropilsulfamida, 1 93.

En un tubo de reacción flameado, en ausencia de luz, cubierto con papel 

aluminio, provisto de agitación magnética, bajo atmósfera de Argón se preparó 

una disolución de N,N-dipropilamina recién destilada (9.0 mL, 6.7g, 66.0 mmol, 4 

equiv.) en CH2CI2 anhidro (5 mL). Se enfrió a 0°C en un baño agua-hielo y se 

añadió gota a gota una solución de cloruro de sulfurilo (1.3 mL, 16.5 mmol, 1 

equiv.) en CH2CI2 anhidro (6 mL). Se observó desprendimiento gaseoso con el 

agregado de las primeras gotas de la solución. Se agitó de 0°C hasta 

temperatura ambiente durante 24h, se siguió el curso de la reacción por 

cromatografía en capa fina (CCF). La suspensión amarilla resultante se centrifugó 

hasta separación de dos fases una líquida y una sólida. Se separó la fase 

orgánica. El sólido se lavó con diclorometano (3*3 mL). Las fases orgánicas se 

juntaron y se concentraron en rotavapor (40 mm de Hg) hasta obtención de un 

sólido pastoso. Se agregó CH2CI2 (10 mL) y se lavó la fase orgánica sucesivamente 

con ácido acético al 5 % (3* 3 mL), solución saturada de CINa (1*3 mL), hasta 

PH=5. La fase orgánica se secó con SÜ4Na2 anhidro, se filtró y se evaporó a 

presión reducida. El aceite resultante se secó en tambor de vacío a temperatura 

ambiente hasta peso constante obteniéndose un sólido pastoso anaranjado (2,15 

g), el cuál se sometió a cromatografía en columna de Gel de Sílice (0.063-0.200 

mm), 0 de la columna 3 cm, # 1-72, 950 mL de diclorometano; obteniéndose 1, 

en forma de aceite incoloro (#16-73, 1.8g) con un 41 % de rendimiento.

Rf . 0,65 (SiO2 en CH2CI2).

IR (pastilla CIAg): 2965, 2924, 2883 (st alifático), 2738, 1460, 1372 (st S-O), 1331, 1197, 

1146 (st S-O), 1094, 1042, 986, 857, 795, 728, 599, 568 cm-’ .

’H-RMN (200 MHz, CDCh) 6 :0.88 [t, J=7.7 Hz, 12H, 3(3’,3’’,3’’)-H3], 1.58 [ddd, J«7.7 

Hz, J’«5.5 Hz 8H, 2(2’,2”,2’”-H2) ], 3.05 [dd, 5.5 Hz, 8H, 1 (1 ’,1 ”,1 ”’)-H2].

13C-RMN (50.3 MHz, CDCh) 5: 11.5 [4 CH3,3(3’,3”,3”’-CH3, 21.7 [4 CH2, 2(2’,2”,2”’)- 

CH2)J, 49.8 (4 CH2, 1 (1 ’,1”,1 ”’)-CH2)].
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Análisis Elemental:

Calculado para C12H28N2O2S: C: 54.5% H: 10.7% N: 10.6% S:12.1% 0:12.1%

Encontrado: C:54.1% H: 11.0% N: 10.7% S:12.2% 0:12.0%.
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Obtención de N,N,N',N'-tetrabutilsulfamida 2.

En un tubo de reacción de 20 mL, flameado, en ausencia de luz, provisto de 

agitación magnética, bajo atmósfera de Argón se preparó una disolución de N,N- 

dibutilamina (6.10 mL, 66.0 mmol, 4 equiv., sobre lentejas de KOH, Fluka) en CH2CI2 

anhidro (5 mL, sobre tamiz molecular 4 Á). Se enfrió a 0°C en un baño agua-hielo y 

se añadió gota a gota una solución de cloruro de sulfurilo (1.3 mL, 16.5 mmol, 1 

equiv.) en CH2CI2 anhidro (6 mL, sobre tamiz molecular 4 Á). Se observó 

despredimiento enérgico de vapores blancos con el agregado de las primeras 

gotas de la solución de SO2CI2. Se agitó de 0°C hasta temperatura ambiente 

durante 11 h, se siguió el curso de la reacción por cromatografía en capa fina 

(CCF). Se añadió CH2CI2 hasta completar 27 mL, y se lavó sucesivamente con 

solución saturada de CINa (3*9  mL), ácido acético al 5% (3 * 9 mL), NaOH 0.1 N 

(2*9  mL) (PH=8-9), solución saturada de CINa (PH=6-7). La fase orgánica se secó 

con SÜ4Na2 anhidro, se filtró y se evaporó a presión reducida. El aceite amarillo 

resultante se secó en tambor de vacío a temperatura ambiente hasta peso 

constante obteniéndose 3.5 g de crudo. Se sometió a cromatografía en columna 

de Gel de Sílice (0.063-0.200 mm), 0 de la columna 3 cm, # 1-39, 720 mL de 

Hexano / CH2CI2 (2:1); #40-61, 570 mL Hexano / CH2CI2 (1:1); obteniéndose 2, en 

forma de aceite incoloro (#7-10, 2.5g) con un 47 % de rendimiento.

Rf: 0,65 [SÍO2 en CH2CI2: Hexano (1:1)].

IR (pastilla CIAg) u: 2955, 2939, 2877 (st alifático), 1469, 1387 (st S-O), 1101 (st S-O), 

1083, 1026, 910, 857, 758, 722, 557 cm1 .

iH-RMN (200 MHz, CDCI3) 8 :0.95 [t, J=7.3 Hz, 12H, 4(4’, 4”, 4”)-H3], 1.39 [m, 8H, 

2(2’,2”,2’”-H2)], 1.67 [m, 8H, 3(3’,3”,3’”-H2)], 3.05 [t, 7.7 Hz, 8H, 1 (r,l”,l”’)-H2].

13C-RMN (50.3 MHz, CDCh) 5: 13.8 (CH3), 20.1 ( y-CH2), 29.7 (p-CH2), 51.1 (a-CH2).
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Obtención de N, N’-di-oropilsulfamida, 3. 9<95'96

OPC-RT H o H

3

En un tubo de reacción flameado, en ausencia de luz, cubierto con 

papel aluminio, provisto de agitación magnética, bajo atmósfera de argón, se 

preparó una disolución de N-propilamina recién destilada (11 ml_, 133.2 mmol, 

6 equiv.) en CH2CI2 anhidro (5 mL, sobre tamiz molecular 4 Á). Se enfrió a 0°C con 

un baño agua-hielo y se añadió gota a gota una solución de cloruro de sulfurilo 

(1.8 mL, 22.5 mmol, 1 equiv.) en CH2CI2 anhidro (4 mL). Se observó 

desprendimiento gaseoso con el agregado de las primeras gotas de la solución. 

Se agitó a 0°C hasta temperatura ambiente durante 24h, se siguió el curso de la 

reacción por cromatografía en capa fina (TLC). La suspensión naranja resultante 

se centrifugó hasta separación de dos fases una líquida y una sólida. La fase 

orgánica se separó, se concentró en rotavapor a presión reducida (40 mm de 

Hg). El sólido resultante se disolvió en diclorometano (15 mL) se lavó 

sucesivamente con ácido acético al 5 % (3*  5 mL), solución saturada de CINa 

(2*  5 mL), PH=6-7. La fase orgánica se secó con SÜ4Na2 anhidro, se filtró y se 

evaporó a presión reducida. El sólido resultante se secó en tambor de vacío a 

temperatura ambiente hasta peso constante obteniéndose un sólido pastoso 

anaranjado (2.77 g), el cuál se sometió a cromatografía en columna de Gel de 

Sílice (0.063-0.200 mm), 0 de la columna 3 cm, #1-3, 150 mL CH2CI2; #4-53, 500 mL 

CH2CI2; #54-101, 480 mL CH2CI2 /MeOH (20:1); #102-105, 200 mL CH2CI2 / MeOH ( 

20:1), obteniéndose un sólido blanco (#50-91; 2.60g) con un 65 % de rendimiento, 

(de literatura: 47.2%)96Rf: 0.49 (en CH2CI2: MeOH ( 20 :1)).

P.f: 118-119°C [en CH2CI2/ Hexano (2:1)] (de literatura: 118°C94 y 119°C96).

IR (pastilla KBr): 3280 (st N-H), 2971,2938, 2880 (st alifático), 2738, 1463, 1450, 1314 (st

S-O), 1250,1147 (stS-O), 1100, 1080, 1063, 1050, 1011,941,895, 760, 683, 554 cm l
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iH-RMN (200 MHz, CDCh) 5: 0.98 [t, J=7.3 Hz, 6H, 3(3’)-H3, ] 1.53 [sext, W«7.2 Hz, 4H, 

2(2’)-H2], 2.97 [m, J’~7 Hz, 4H, 1 (1 ’)-H2], 4.54 (t, señal ancha, J”«5.8 Hz).

13C-RMN (50.3 MHz, CDCh) 5: 11.5 (2 CH3, y-CH3), 23.1 (2 CH2, p-CH2), 45.1 (2 CH2, a- 

CH2).

Análisis Elemental:

Calculado para C6H16N2O2S: C: 40.0% H: 9.0% N: 15.5% S: 17.8% 0:17.8%

Encontrado: C: 40.0% H:9.1% N: 15.3% S: 17.4% 0:18.2%
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Obtención de N,N'-di-feniletilsulfamida,4.97,98,99

En un tubo de reacción flameado, en ausencia de luz cubierto con papel 

aluminio, provisto de agitación magnética y atmósfera inerte, se preparó una 

disolución de N-fenetilamina (8.3 mL, 65.8 mmol, 5 equiv., Fluka) en CH2CI2 anhidro 

(8.0 mL, secado sobre tamiz molecular 4 Á). Se enfrió a -10°C y se añadió gota a 

gota con jeringa una solución de cloruro de sulfurilo (1.05 mL, 13.2 mmol, 1 equiv.) 

en CH2CI2 anhidro (4.0 mL). Se observó desprendimiento gaseoso con el 

agregado de las primeras gotas de la solución, luego un precipitado blanco. Se 

agitó hasta temperatura ambiente durante 24h, se siguió el curso de la reacción 

por cromatografía en capa fina (CCF). La suspensión resultante se concentró a 

presión reducida (40 mm de Hg) y se secó en tambor de vacío a temperatura 

ambiente hasta peso constante, obteniéndose 10,1 g de producto crudo. Este se 

sometió a cromatografía en columna de Gel de Sílice (0,063-0,200 mm, 55 g), 0 

de la columna 4 cm, #1-152, 1.84 L CH2CI2; #153-183, 1.55 L, CH2CI2: MeOH (80:1), 

#184-187, 280 mL, CH2CI2 : MeOH (70:1), #188-192, 700 mL, CH2CI2 : MeOH (40:1), 

obteniéndose un sólido blanco (#176-191; 2.4g) con un 60% de rendimiento. El 

sólido se cristalizó en CH2CI2 obteniéndose un sólido blanco (1.7 g) con un 70 % de 

rendimiento en la cristalización.

Rf: 0,48 [S¡O2 de 6 cm, en CH2CI2: MeOH ( 20 :1)].

P.f: 100-101 °C (en CH2CI2) (de literatura: 100-101 °C).”

IR (pastilla KBr)u: 3280 (st N-H), 3064, 3028, 2970, 2934, 2875 y 2839 (st aromático), 

1976, 1952, 1876, 1818, 1764, 1600, 1582, 1492, 1456, 1429, 1362, 1300 (st S-O), 1200, 

1137 (st S-O), 1070, 1035, 939, 913, 895, 836, 746, 701,661,553, 504, 486 cm-'
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'H- RMN (200 MHz, CDCb) 3: 2.80 (dd, J =J’= 6.8 Hz, 4H, 2( 2')-H2), 3.20 [(dd, J =J' = 

6.8 Hz, 4H, 3(3')-H2|], 4.31 [t ancho, J = 6.2 Hz, 2H, NH(N’H)], 7.17- 7.20 [m, 10H, 

Ar(Ar’)-H).

I3C-RMN (50.3 MHz, CDCI3) 8: 35.9 [CH2, Cl (1 ’)] , 44.4 [CH2, C2(2')J, 127.0 (CH, Ar-C4 

y Ar-4’), 129.0 [CH, Ar-C2(6) y Ar-C2’(6’)J, 129.05 [CH, Ar-C3(5) y Ar-C3’(5')[, 138.3 

(C, Ar-Cl y Ar-Cl’).

Análisis Elemental:

Calculado para CióH2oN202S: C: 63.2% H: 6.6% N:9.2% S: 10.5% 0:10,5%

Encontrado: C:63.1% H: 6.8% N: 9.3% S:10.4% 0:10,4%.
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Obtención de N-butil - N'~ (tert-butoxicarbonil) sulfamida, 5 .31

En un balón de 25 mL flameado, provisto de atmósfera inerte y agitación 

magnética, se preparó una disolución de clorosulfonil isocianato (CSI) (1.2 mL, 

2.0 g, 14 mmol, 1 equiv.), en CH2CI2 anhidro (7.0 mL, sobre tamiz molecular 4 Á). Se 

enfrió a 0°C con un baño agua-hielo y se añadió gota a gota con jeringa, una 

solución de tert- butanol (1.3 mL, 19 mmol, 1.4 equiv.). Se agitó a 0°C durante 1 h. 

Se agregó esta solución, gota a gota desde jeringa, a una solución de n- 

butilamina (1.4 mL, 14 mmol, 1 equiv.) en CH2CI2 anhidro (28 mL, sobre tamiz 

molecular 4 Á) y TEA (2,2 mL, 15,4 mmol, 1.1 equiv.). La mezcla resultante se agitó 1 

h a 0°C y 2.5 h a temperatura ambiente.

Se siguió el curso de la reacción por cromatografía en capa fina (CCF).

La suspensión resultante se concentró en rotavapor a presión reducida (40 mm 

de Hg) y se secó en tambor de vacío a temperatura ambiente hasta peso 

constante, obteniéndose 6.03 g de crudo de reacción.

Este se sometió a cromatografía en columna de Gel de Sílice (0,063-0,200 mm), 0 

de la columna 3 cm, #1-140, 3,41 L CH2CI2; #141-142, 200 mL CH2CI2: MeOH (80:1), 

obteniéndose un sólido blanco (#60-140; 2,02g) con un 58 % de rendimiento.

Para la obtención de la muestra analítica se cristalizó el sólido en CH2CI2: Hexano 

(1:3) obteniéndose un sólido blanco en un 41% de rendimiento.

Rf: 0,73 [placa SÍO2 de 10 cm ; FM: CH2CI2: MeOH ( 20 :1)].

P.f: 144-145 °C [CH2CI2: Hexano (1 :3)]; (de literatura.: 153-154°C).100

IR (pastilla KBr) u: 3366 y 3222 (st CON-H y N-H), 2990, 2964, 2938, 2880, 2700, 1701 

(st C=O), 1469, 1456, 1372, 1347(st S-O), 1269, 1263, 1166, 1140 (st S-O), 1076, 1024, 

979, 947, 921,825, 793, 728, 605, 467, 461 cm1.

’H- RMN (200 MHz, CDCh) 8: 0.93 (t, 3H, 4-H4), 1.29-1.62 [m, 13H, (4H-(H2,H3)] (9H, H- 

f-CH3)J, 3.06 [q, J=6.8 Hz, 2H, CH2(Hi)J, 5.07 (t, J*6.0  Hz, 1H, N’-H), 7.25 (señal ancha , 

1H, N-H).
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’3C- RMN (50.3 MHz, CDCh)5: 13.7 (CH3, C4), 19.9 (CH2, C3), 28.2 (CHx t-CH3), 312 

(CH2, C2), 43.8 (CH2, Cl), 83.9 [C, C-(t-Bu)], 150.6 (C, C=O).

Análisis Elemental:

Calculado para C9H2oN204S: C: 42.8% H: 8.0% N: 11.1% S: 12.7% O: 25.4%

Encontrado: C:43.1% H:8.1% N: 11.2% S:12.3% 0:25.3%
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Obtención de N,N-Dibutil-N' -(tert-butoxicarbonil)-sulfamida, 6.

En un balón de 25 mL flameado, provisto de agitación magnética bajo 

atmósfera de argón, se preparó una disolución de clorosulfonil isocianato (CSI) 

(1.2 mL, 2.0 g, 14 mmol, 1 equiv.) en CH2CI2 anhidro (8 mL, sobre tamiz molecular 

4 Á). Se enfrió a 0°C con un baño agua-hielo y se añadió gota a gota con jeringa, 

una solución de tert- butanol (1.4 mL, 1.4 g, 19 mmol, 1.4 equiv.). Se agitó a 0°C 

durante 1 h. Esta se agregó gota a gota desde jeringa, a una solución de N,N-di- 

butilamina recién destilada (1.3 mL, 14 mmol, 1 equiv.) en CH2CI2 anhidro (25 mL, 

sobre tamiz molecular 4 Á) y trietilamina (TEA) recién destilada (2.2 mL, 15.4 mmol,

1.1 equiv.). La mezcla resultante se agitó 1 h a 0°C y 4 h a temperatura ambiente. 

Se siguió el curso de la reacción por cromatografía en capa fina (CCF).

La suspensión resultante se concentró en rotavapor a presión reducida (40 mm 

de Hg) y se secó en tambor de vacío a temperatura ambiente hasta peso 

constante obteniéndose 6.8 g de un aceite. Este se sometió a cromatografía en 

columna de Gel de Sílice (14g, 0.063-0.200 mm), 0 de la columna 4 cm, #1-100, 

1.20 L CH2CI2: Hexano (1:1), obteniéndose un aceite incoloro (#73-102; 2.04 g) con 

un 48 % de rendimiento.

Rf -. 0.49 [placa SiÜ2de 5 cm ; FM: CH2CI2].

IR (pastilla CIAg): 3273 (CON-H), 2964, 2938, 2874, 1746, 1701 (C=O), 1450, 1437, 

1366, (S-O), 1237, 1179, 1140 (S-O), 1050, 1031,992,915, 825, 780, 728, 593 cm ’.

1 H-RMN (200 MHz, CDCh) 5: 0.93 (t, J~7.3 Hz, 6H, 4(4’)-H3), 1.29-1.62 [m, 17H, (8H- 

2(2’)-H2 y 3 (3’)-H2); (9H, H-tert-Bu)], 3.31 [t, J~7.6 Hz, 4H, 1(1 ’)-H)], 7.16 (s, señal 

ancha , 1H, N-H).

13C-RMN (50.3 MHz, CDCh) 5: 14.0 [CH3, C4(4’)], 20.1 [CH2, C3(3’)], 28.3 (CH3, tert- 

Bu), 30.6 (CH2, C2), 48.9 (CH2, Cl), 83.4 [C, C-(t-Bu)], 150.2 (C, C=O).
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Obtención de N,N-di- butilsulfamida, 7101 a partir de 6.

En un balón de 25 mL flameado, provisto de burbujeador para argón, trampa 

para gases de CaCh y agitación magnética, se preparó una disolución de N,N- 

dibutil-N'-(tert-butoxicarbonil)-sulfam¡da 6, (741 mg, 2.4 mmol) en CH2CI2 anhidro 

(3.0 mL, sobre tamiz molecular 4 Á).

Se enfrió a 0°C con un baño agua-hielo y se añadió gota a gota con jeringa, una 

solución fría a 0°C de ácido trifluoroacético (TFA) al 50% (0.53 mL, 7.2 mmol, 

3 equiv.) en 0.53 mL de CH2CI2 anhidro (sobre tamiz molecular 4 Á). Se llevó a 

temperatura ambiente y se agitó durante 23 h. El curso de la reacción se controló 

por cromatografía en capa fina (CCF).

Se codestiló con éter etílico en rotavapor a presión reducida (40 mm de Hg), y 

luego se secó con bomba de alto vacío (2 mm de Hg) hasta peso constante 

obteniéndose 432 mg de un sólido amarillo pastoso.

Este se sometió a cromatografía en columna de Gel de Sílice (30g, 0,063-0,200 

mm), 0 de la columna 3 cm, #1-157, 1.65 L CH2CI2, obteniéndose un sólido blanco 

(#72-156; 329 mg) con un 66 % de rendimiento.

Rf: 0. 33 [placa SiChde 5 cm; FM: CH2CI2].

Pf: 65- 65.5 °C [cristalizado en CH2CI2].

IR (pastilla KBr) u: 3383 y 3260 (st NH2), 2957 y 2867 (st alifático), 1553, 1463, 1353 ( st 

S-O), 1147 (st S-O), 1018, 895, 754, 734, 541 cm1.

]H-RMN (200 MHz, CDCh) 6: 0.95 (t, J~7.3 Hz, 6H: CH3), 1.32-1.67 (m, 8 H: P-CH2 y y- 

CH2), 3.14 (t, J«7.4 Hz, 4H: a-CH2), 4.58 (s, señal ancha , 1H: NH).
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I3C-RMN (50.3 MHz, CDCIs) 5: 14.0 [CH3, C4(4’)], 20.2 [CH2, C3(3’)J, 30.5 (CH2, C2),

48.3 (CH2, Cl).

Análisis Elemental:

Calculado para C8H20N2O2S: C: 46.1% H:9.7% N:13.4% S:15.4% 0:15.4%

Encontrado: C: 46.3% H:9.5% N:13.4% S:15.1% 0:15.7%
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Obtención de N-butilsulfamida, 829,101 a partir de 5.

En un balón de 10 mL flameado, provisto de burbujeador de argón, 

trampa de CaCh y agitación magnética, se preparó una disolución de N-(tert- 

butox¡carbonil)-N’-butilsulfamida, 5 (1,00g, 3.96 mmol, 1 equiv.) en CH2CI2 anhidro 

(3 mL, sobre tamiz molecular 4 Á).

Se enfrió a 0°C con un baño agua-hielo y se añadió gota a gota con jeringa, una 

solución fría a 0°C de ácido trifluoroacético (TFA) al 50% (0.90 mL, 12 mmol, 

3 equiv.) en CH2CI2 anhidro (0.90 mL) secado sobre tamiz molecular 4 Á. Se llevó a 

temperatura ambiente y se agitó durante 23.5 h. El curso de la reacción se 

controló por cromatografía en capa fina (CCF).

Se codestiló con éter etílico (3*3  mL) en rotavapor a presión reducida (40 mm de 

Hg), luego se secó con bomba de alto vacío (1 mm de Hg) hasta peso constante, 

obteniéndose 700 mg de un aceite amarillo. Este se sometió a cromatografía en 

columna de Gel de Sílice (30g, 0.063-0.200 mm), 0 de la columna 3 cm, #1-172, 

1.75 L CH2CI2; #172-182, 250 mL, CH2CI2: MeOH (60:1); obteniéndose un sólido 

blanco (#110-181, 543 mg) con un 82 % de rendimiento. Se cristalizó en CH2CI2: 

Hexano (1:2), con un 88% de rendimiento en la cristlización.

Rf: 0, 29 [placa S¡O2 de 10 cm ; FM: CH2CI2: MeOH (20:1) ] .

Pf: 47-48 °C [CH2CI2: Hexano (1:2)]. (descripto: 52°C)102

IR (pastilla KBr) u: 3325, 3318 y 3273 (N-H y NH2), 3099, 3035, 2874, 1946, 1888, 1817, 

1669, 1591, 1559, 1437, 1340 (S-O), 1160 (S-O), 1070, 1031, 979, 915, 863, 812, 722, 

688, 605 cm-’.

’H-RMN (200 MHz, CDCI3) 5: 0.91 (t, J~7.3 Hz, 3H: CH3), 1.23-1.61 (m, 4H: p y y -CH2), 

3.08 (cuadruplete, J-6.8 Hz, 2H: (X-CH2), 4.74 (t señal ancha, 1H: NH), 4.93 (s, señal 

ancha, 2H, NH2).

13C-RMN (50.3 MHz, CDCI3) 5: 13.8 (CHs), 20.0 (y-CH2), 31.6 (P-CH2), 43.6 (a-CH2).
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Obtención de n-butilsulfamato 929 por reacción del alcohol con cloruro de 
sulfamoilo in situ.103

En un tubo de reacción de 20 mL flameado, provisto de agitación magnética, 

bajo atmósfera de Ar, se colocó clorosulfonil isocianato (CSI) (1.5 mL, 17.2 mmol, 

1.0 equiv., Aldrich) que se enfrió a -14°C con un baño hielo-sal. Se agregó gata a 

gota con jeringa ácido fórmico 88% (0.7 mL, 17.2 mmol, 1.0 equiv., Mallinkroff) 

tomando la adición 13 minutos. Se agitó vigorosamente durante 6 minutos, 

observándose fuerte desprendimiento gaseoso y la aparición un precipitado 

blanco. Se agregó diclorometano seco (5 mL) recién destilado, secado sobre 

tamiz molecular 4 Á, obteniéndose una solución amarilla que se agitó durante 1 h. 

Se llevó a temperatura ambiente y se agitó durante 4 h, hasta obtener una 

solución rosa viejo que se enfrió a 0°C con un baño agua/hielo.

En otro balón de 5 mL, flameado, bajo atmósfera de Ar, se preparó una solución 

de n-butanol (1.0 mL, 10.9 mmol, 0.63 equiv.) y piridina (1.4 mL, 17.3 mmol, 

1.0 equiv.) recién destilados. Esta solución se agregó con jeringa, gota a gota, a 

0°C sobre la primera. Se observó desprendimiento de vapores blancos (PH=8-9). 

Se agitó durante 13h llevando la temperatura de 0°C a temperatura ambiente 

(25°C). La reacción se controló por cromatografía en capa fina (CCF).

La solución resultante se concentró en rotavapor a presión reducida (30 mm de 

Hg), obteniéndose un aceite pastoso amarillo claro. Se agregó 40 mL de AcOEt, 

obteniéndose un insoluble, que se eliminó con sucesivos lavados con HCI 1N (3 * 

10 mL) y solución saturada de CINa (3*10  mL), PH=4-5. La fase orgánica se juntó 

y se secó con SÜ4Na2 anhidro, se filtró y se evaporó en rotavapor a presión 

reducida (40 mm de Hg), obteniéndose 1.01 g de un líquido amarillo. El liquido se 

disolvió en 30 mL de CH2CI2 y se lavó con solución de NaHCÜ3 1N (2 * 10 mL) y 

solución saturada de CINa (2*10  mL) hasta PH=7-8. La fase orgánica se secó con 

SÜ4Na2 anhidro, se filtró y se evaporó en rotavapor a presión reducida (30 mm de 

Hg) obteniéndose 630 mg de un líquido amarillo. El líquido se destiló a presión
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reducida (60-65 °C/2-3 mm de Hg) utilizando un pequeño equipo de sublimación, 

obteniéndose 305 mg (18% de rendimiento) de un aceite incoloro.

El líquido se filtró por placa tritada y se secó a temperatura ambiente a presión 

reducida (2 mm de Hg) hasta peso constante.

Rf. 0, 53 [placa SiChde 5 cm ; FM: CH2CI2: MeOH (20:1) ].

P.f: 26-27°C (determinado en baño de agua con termómetro de alcohol)

IR (pastilla CIAg) v: 3376 y 3293 (st NH2), 3106, 2964, 2938, 2874, 1714, 1566, 1553, 

1463, 1366 (st S-O), 1179 (st S-O), 1115, 1057, 947, 876, 825, 799, 734, 593, 554 cm1.

1 H- RMN (200 MHz, CDCI3) 5: 0.93 (t, J=7.2 Hz, 3H, 4-H3), 1.33-1.51 (m, 2H, 2-H2), 1.64-

1.78 (m, 2H, 2-H2), 4.19 (t, J^6.5 Hz, 2H: a-CH2), 5.15 (s, señal ancha , 2H : NH2),

13C-RMN (50.3 MHz, CDCI3) 8: 13.7 (CH3, C4), 18.9 (CH2, C3), 30.9 (CH2, C2), 71.5 

(CH2, Cl).
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Obtención de n-pentilsulfamato 1029, por reacción del alcohol con cloruro de 
sulfamoilo in situ.103

En un tubo de reacción de 20 mL flameado, provisto de agitación magnética, 

bajo atmósfera de Ar, se colocó clorosulfurilisocianato (CSI) (1.5 mL, 17.2 mmol, 

l.O equiv.; Aldrich). Se enfrió a -14°C con un baño hielo-sal. Se agregó gata a 

gota con jeringa ácido fórmico 88% (0.7 mL, 17.2 mmol, 1.0 equiv., destilado a 

30°C/35-40 mm Hg) tomando la adición 10 minutos. Se agitó enérgicamente 

durante 5 minutos, observándose fuerte desprendimiento gaseoso y la aparición 

de un precipitado blanco. Se agregó diclorometano seco (5 mL) recién destilado, 

secado sobre tamiz molecular 4 Á, obteniéndose una solución amarilla que se 

agitó durante 1 h. Se llevó a temperatura ambiente y se agitó durante 4 h, hasta 

obtener una solución rosa viejo que se enfrió a 0°C con un baño agua/hielo.

En otro balón de 5 mL, flameado, bajo atmósfera de Ar, se preparó una solución 

de n-pentanol (0.93mL, 8.6 mmol, 0.5 equiv., Aldrich 99%), pirídina (1.4 mL, 17.3 

mmol, 1.0 equiv.) recién destilada en diclorometano seco (5 mL), secado sobre 

tamiz molecular 4 Á. Esta solución se agregó con jeringa, gota a gota, a 0°C sobre 

la primera. Se observó desprendimiento de vapores blancos. Se agitó durante 18h 

llevando la temperatura de 0°C a temperatura ambiente (25°C). El curso de la 

reacción se controló por cromatografía en capa fina (CCF).

Se evaporó en rotavapor a presión reducida (40 mm de Hg), y se secó con alto 

vacío (1-2 mm de Hg) hasta peso constante, obteniéndose 5.17 g de un aceite 

amarillo.

El líquido se sometió a cromatografía en columna de Gel de Sílice (30g, 0,063- 

0,200 mm), 0 de la columna 4 cm, #1-13, 220 mL CH2CI2; #14-138, 1.25 'L, 

CH2Cl2:MeOH (50:1); obteniéndose un sólido blanco (#66-108, 897 mg). El sólido 

blanco (#66-108, 897 mg) se sometió a una cromatografía en columna Flash, Gel 

de Sílice (22g, 0,063-0,200 mm), #1-81, 900 mL, CH2CI2 obteniéndose un sólido 

blanco (#20-75, 635 mg) con un 41 % de rendimiento.

Rf: 0, 30 [placa S¡O2de 6.6 cm ; FM: CH2CI2: MeOH (40:1) ].
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P.f: 38-39°C; (de literatura : 37-39°C).»

IR (pastilla KBr) u: 3383 y 3285 (st NH2), 3110, 2965, 2934, 2862, 2661, 1563, 1475, 

1362 (st S-O), 1177 (st S-O), 1042, 955, 929, 821,759, 728, 594, 553 cnr'.

’H-RMN (200 MHz, CDCh) 5: 0.86-0.97 (t, J«6.6 Hz, 3H, 5-H3), 1.30-1.44 (m, 4H, 3 y 4- 

H2), 1.44-1.77 (m, 2H, 2-H2), 4.19 (t, 6.4 Hz, 2H, 1 -H2), 5.07 (s, señal ancha , 2H,

NH2).

’3C-RMN (50.3 MHz, CDCh) 6: 14.4 (CH3, C5), 22.7 (CH2, C4), 28.1 (CH2, C3), 29.0 

(CH2, C2), 72.2 (CH2, Cl).
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Obtención de n-hexilsulfamato 11, por reacción del alcohol con cloruro de 

sulfamoilo in situ.103

En un tubo de reacción de 20 mL flameado, provisto de agitación 

magnética, bajo atmósfera de Ar, se colocó clorosulfonil isocianato (CSI) (1.5 mL,

17.2 mmol, l .0 equiv., Aldrich). Se enfrió a -14°C con un baño hielo-sal. Se agregó 

gata a gota con jeringa ácido fórmico 88% (0.7 mL, 17.2 mmol, 1.0 equiv. 

destilado 30°C/35-40 mm Hg) tomando la adición 10 minutos. Se agitó 

enérgicamente durante 5 minutos, observándose fuerte desprendimiento gaseoso 

y la aparición de un precipitado blanco. Se agregó diclorometano seco (4 mL) 

recién destilado, secado sobre tamiz molecular 4 Á, obteniéndose una solución 

amarilla que se agitó durante 1 h. Se llevó a temperatura ambiente y se agitó 

durante 4 h, hasta obtener Una solución rosa viejo que se enfría a 0°C con un 

baño agua/hielo.

En otro balón de 5 mL, flameado, bajo atmósfera de Ar, se preparó una solución 

de n-hexanol (1.4 mL, 11.2 mmol, 0.65 equiv.), piridina (1.4 mL, 17.3 mmol, 

1.0 equiv.) recién destilados y diclorometano seco (5 mL), secado sobre tamiz 

molecular 4 Á. Esta solución se agregó con jeringa, gota a gota, a 0°C sobre la 

primera. Se observó desprendimiento de vapores blancos. Se agitó durante 19h 

de 0°C a temperatura ambiente (25°C), controlándose la reacción por 

cromatografía en capa fina (CCF).

Se evaporó en rotavapor a presión reducida (40 mm de Hg), y luego se secó con 

bomba de alto vacío (1 mm de Hg) hasta peso constante obteniéndose 3.00 g de 

un sólido blanco. El sólido se sometió a cromatografía en columna de Gel de Sílice 

(70g, 0,063-0,200 mm), 0 de la columna 3 cm, #1-3, 225 mL, CH2CI2, #4-13, 100 mL, 

CH2CI2: MeOH (80:1); #14-23, 100 mL, CH2CI2: MeOH (70:1), #24-45, 220 mL, CH2CI2 

: MeOH (60:1), #46-56, 100 mL, CH2CI2 : MeOH (50:1), #57-74, 365 mL, 

CH2CI2: MeOH (40:1), #75-81,350 mL, CH2CI2: MeOH (30:1); obteniéndose un sólido 

blanco (#49-66, 851 mg) con un 50 % de rendimiento.

Rf: 0,40 [placa SiO2de 6.6 cm ; FM: CH2CI2: MeOH (20:1) ].
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P.f: 48-49°C. (éter etílico)

IR (pastilla KBr) o: 3383 y 3280 (st NH2), 2932 y 2854 (st alifática), 1546, 1475, 1347 (st 

S-O), 1179 (st S-O), 1018, 973,928,844, 793, 741,625, 599, 541,477 cm ’.

’H-RMN (200 MHz, CDCh) 8: 0.85-0.92 (m, 3H, 5-H3), 1.29-1.32 (m, 6H, 3, 4 y 5-H2),

4.19 (m, 2H, 1 -H2), 1.66-1.76 (m, 2H, 2-H2), 5.12 (s, señal ancha, 2H, NH2),

13C-RMN (50.3 MHz, CDCh) 5: 13.9 (CH3, C6), 22.4 (CH2, C5), 25.0 (CH2, C4), 28.6 

(CH2, C3), 31.1 (CH2, C2), 72.2 (CH2, C1).
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Obtención de 2-propilpentilsulfamato 12, por reacción con cloruro de sulfamoilo

in situ.103

En un tubo de reacción de 20 mL flameado, provisto de agitación 

magnética, bajo atmósfera de Ar, se colocó clorosulfonil isocianato (CSI) (1.5 mL,

17.2 mmol, 1.0 equiv., Aldrich). Se enfrió a -14°C con un baño hielo-sal. Se agregó 

gata a gota con jeringa ácido fórmico 88% (0.7 mL, 17.2 mmol, 1.0 equiv. 

destilado 30°C/35-40 mm Hg) tomando la adición 10 minutos. Se agitó 

enérgicamente durante 5 minutos, observándose fuerte desprendimiento gaseoso 

y la aparición de un precipitado blanco. Se agregó CH2CI2 seco (3 mL) recién 

destilado, secado sobre tamiz molecular 4 Á, obteniéndose una solución amarilla 

que se agitó durante 1 h. Se llevó a temperatura ambiente y se agitó durante 4 h, 

hasta obtener una solución rosa viejo que se enfría a 0°C con un baño agua/hielo. 

En otro balón de 5 mL, flameado, bajo atmósfera de Ar, se preparó una solución 

de 2-propilpentanol (1.8 mL, 11.5 mmol, 0.68 equiv., Aldrich), piridina (1.4 mL,

17.3 mmol, 1.0 equiv.) recién destilada y diclorometano seco (5 mL), secado sobre 

tamiz molecular 4 Á. Esta solución se agregó con jeringa, gota a gota, a 0°C sobre 

la primera. Se observó desprendimiento de vapores blancos. Se agitó durante 17h 

de 0°C a temperatura ambiente (25°C), controlándose la reacción por 

cromatografía en capa fina (CCF).

Se evaporó en rotavapor a presión reducida (40 mm de Hg), obteniéndose 6.14 g 

de un sólido amarillo claro.

Se agregó 50 mL de CH2CI2, obteniéndose un insoluble, que se eliminó con 

sucesivos lavados solución saturada de CINa (3*15  mL), PH=2-3, HCI 1 N (2 * 15 

mL), solución saturada de NaHCÜ3 (3*15  mL), solución saturada de CINa (3*15  

mL), PH=7. Las fases orgánicas se juntaron y se secaron con SÜ4Na2 anhidro, se 

filtró y se evaporó en rotavapor a presión reducida (40 mm de Hg), y se secó con 

bomba de alto vacío (1 mm de Hg), obteniéndose 2.00 g de un sólido amarillo. 

El sólido se sometió a cromatografía en columna de Gel de Sílice (40g, 0,063-0,200 

mm), 0 de la columna 3 cm, #1-22, 390 mL, CH2CI2, #23-84, 700 mL, CH2CI2: MeOH 

(40:1); obteniéndose un sólido blanco (#35-53, 765 mg) con un 32 % de 

rendimiento.
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Rf: 0.33 (placa SiChde 6.6 cm ; FM: CH2CI2).

P.f: 60- 61 °C

IR (pastilla KBr) o: 3362 y 3272 (st NH2), 2957, 293b 2866, 2725, 2622, 1534, 1463, 1347 

(st S-O), 1173 (st S-O), 1024, 954, 921,825, 696, 625, 548, 477 cm ’.

’ H-RMN (200 MHz, CDCh) 6: 0.85-0.92 (m, 3H, -H3), ,1.29-1.35 (m, 8H, -H2), 1.68 (m, 

1H, 2-Hi), 4.09 (d, J^5.4 Hz, 2H, I-H2), 5.29 (s, señal ancha , 2H, NH2),

’3C-RMN (50.3 MHz, CDCI3)8: 14.5 (CH3, C5), 19.9 (CH2, C4), 33.2 (CH2, C3), 37.3 

(CH, C), 74.2 (C, Cl).

Análisis Elemental:

Calculado para C8H19NO3S: C:45.9% H: 9.2% N:6.7% S:15.3% 0:22.9%.

Encontrado : C:46.2% H: 9.0% N:6.8 % S:15.0 % 0:23.0%.
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Espectros 1H-RMN, 13C-RMN e IR
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N. N. N': N’-Tetrapropilsulfamida, 1. Espectro1H-RMN y l3C-RMN en CDCb.
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N, N, N’; N’-Tetrabutilsulfamida, 2. Espectro ’H-RMN y 13C-RMN en CDCh.
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N, N'-Dipropilsulfamida, 3. Espectro 'H-RMN y ,3C-RMN en CDCh.
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N, N’-D¡fenet¡lsulfam¡da, 4. Espectro ]H-RMN y 13C-RMN en CDCh.
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N-(tert-butoxicarbonil)- N’-butilsulfamida, 5. Espectro ’H-RMN y 13C-RMN 
en CDCh.
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N-(tert-butoxicarbonil)- N'-dibutilsulfamida, 6. Espectro 1 H-RMN y 13C-RMN en CDCb.
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N, N-dibutilsulfamida, 7. Espectro 'H-RMN y l3C-RMN en CDCb.
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N- butilsulfamida, 8. Espectro ’H-RMN v 13C-RMN en CDCI3.
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n-butilsulfamato, 9. Espectro ’H-RMN y 13C-RMN en CDCh.
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n-Dentilsulfamato, 10. Espectro ’H-RMN y 13C-RMN en CDCh.
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n- hexilsulfamato. 11. Espectro 'H-RMN y l3C-RMN en CDCh.
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2-prop¡lpentilsulfamato, 12. Espectro ’H-RMN y 13C-RMN en CDCb.
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Espectro IR- ^N.N^N'-tetrapropilsulfamida, 1. Pastilla CIAcj.

Espectro IR. N,N, N\N’-tetrabutilsulfamida, 2. Pastilla CIAg.
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Espectro IR . N,N’-dipropilsulfamida, 3. Pastilla KBr

Espectro IR. N, N’-difeniletilsulfamida, 4. Pastilla KBr.
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Espectro IR. N -(ferf-butoxicarbonil)- N'-butilsulfamida, 5. Pastilla KBr.

Espectro IR. N -(tert-butoxicarbonil)- N', N’-dibutilsulfamida, 6. Pastilla CIAg.
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Espectro IR. N, N-dibutilsulfamida, 7. Pastilla KBr.

Espectro IR. N -butilsulfamida, 8. Pastilla KBr.
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Espectro IR. n-butilsulfamato, 9. Pastilla CIAg.

Espectro IR. n-pentilsulfamato, 10. Pastilla KBr.
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Espectro IR. n-hex¡lsulfamato, 11. Pastilla KBr.

Espectro IR. 2-propilpentilsulfamato, 12. Pastilla KBr.
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Capítulo 3

Ensayos farmacológicos

1. Introducción

1.1 Ensayos Biológicos

Uno de los criterios más importantes para el éxito de cualquier programa de 

desarrollo de nuevos fármacos, es la elección apropiada del modelo de 
evaluación farmacológica. [Anexo l-Sección: Ensayos Biológicos!

En nuestro caso particular, los compuestos sintetizados, purificados y 

caracterizados son evaluados farmacológicamente frente a modelos animales in 

vivo.

Existe una gran variedad de ensayos destinados a la evaluación de los distintos 

tipos de antiepilépticos. (Anexo 51

Las características del ensayo biológico deben ser capaces de detectar la acción 

anticonvulsiva frente a las convulsiones inducidas en animales de laboratorio, las 

cuales deben ser similares a las manifestaciones clínicas en humanos, así como los 

efectos adversos asociados a la dosis de cada evaluación.

Por razones prácticas los modelos animales más usados no son los que manifiestan 

epilepsia crónica sino aquellos en donde se inducen convulsiones simples por 

medios eléctricos o químicos. (Anexo 61

Ensayos MES, PTZ, y Rotorod

Dentro del Programa de Evaluación de Drogas Antiepilépticas (Anexo 61 el ensayo 

MES (Maximal Electroshock Seizure, MES test) y el ensayo Met o PTZ 

(pentilentetrazol, PTZ test), son los métodos de primera elección. El primero se 

basa en la inducción eléctrica de la convulsión, mientras que el segundo en la 

inducción química por administración de pentilentetrazol.1

De hecho todos los antiepilépticos clínicos, a excepción de Levetiracetam, son 

capaces de proteger frente a por lo menos uno de estos dos ensayos. (Anexo d

Los efectos adversos presentes en drogas de acción central, son evaluados en 

este programa en la fase preclínica cuantificando su neurotoxicidad mediante el 

ensayo de Rotorod. (Anexo 6: Rotorodi

Si los compuestos evaluados frente a estos ensayos resultan ser Clase I pasan a la 

Fase II del Programa de Evaluación de Drogas Antiepilépticas, en donde se 

cuantifica su actividad anticonvulsivante.
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Ensayo biológico vs tipo de epilepsia en humanos.

Los ensayos preclínicos de los compuestos sintetizados, MES y PTZ, se usan como 

indicadores de potencial actividad frente a distintas crisis convulsivas en humanos. 

Tabla 1. lVer Anexos, Tabla bpag- 235]

La protección frente al ensayo MES está asociada a un modelo de 

convulsiones generalizadas tónico-clónicas primarias y secundarias

La protección frente al ensayo PTZ es indicativa de eficacia frente a crisis 

de ausencias generalizadas y/o convulsiones mioclónicas en humanos.

Mecanismo de acción asociado

Se acepta que las drogas que poseen acción frente al ensayo MES y resultan ser 

inactivas frente al ensayo PTZ, poseen un perfil farmacológico semejante a 

Fenitoína (PHEN) y se les asocia el mecanismo de acción por bloqueo de canales 

de sodio voltaje dependiente. z 3

2. Descripción de la Metodología de Evaluación Anticonvulsiva y Neurotóxica.

Programa de Evaluación de Drogas Antiepilépticas. ADD

El Programa de Desarrollo de Drogas Antiepilépticas (ADD* *)  creado por el NIH*,  

incluye las fases de evaluación preclínicas dentro del ASP*.  En 1994, se revisaron 

los procedimientos de evaluación de nuevos fármacos antiepilépticos del ADD4 

dentro del ASP. Este protocolo revisado es el utilizado a nivel mundial como 

modelo de los lincamientos a seguir durante la evaluación anticonvulsiva de una 

nueva droga.5-6 Consta de siete fases5. <Ver Anexo 6,Tabla i,pag.24i)

* ADD; Antiepileptic Drug Development Program: Programa de Evaluación de Drogas 
Antiepilépticas.
* Epilepsy Branch del National Instiute of Neurological and Communicative Disorders and 
Stroke (NINCDS): Sección Epilepsia del Instituto Nacional de Desórdenes Neurológicos y 
Comunicativos y Accidentes Cerebrovasculares dependiente del Instituto Nacional de Salud 
(NHI) de Estados Unidos.
* Anticonvulsant Screening Project: Proyecto de Screening Anticonvulsivo.

En el presente trabajo se desarrollan las fases I y II del programa ADD que 

involucran la identificación anticonvulsiva (perfil farmacológico) y la 

cuantificación de la actividad antiepiléptica a través de la Dosis Efectiva 50
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(EDso)*.  Este último valor permite una comparación válida entre diterentes 

* ED50: Dósis a la cuál la droga protege al 50% de los animales ensayados.

potencias anticonvulsivas de distintas drogas antiepilépticas.

Fase I

La evaluación de las drogas preparadas frente a los ensayos MES y PTZ y la 

actividad neurotóxica frente al ensayo de Rotorod permitió obtener el perfil 

farmacológico.

Perfil Farmacológico

Siguiendo los lincamientos del ADD7, los ensayos se realizan a tres niveles de dosis, 

determinados a dos tiempos distintos.

> Niveles de dosis: 30, 100, 300 mg/kg.

> Tiempos evaluados: 30 y 240 minutos.

> Número de animales ensayados: En este punto se realizó una modificación 

con respecto al programa. El uso de un animal para el testeo de las dosis a 

30 y 300 mg/kg se consideró insuficiente, principalmente teniendo en 

cuenta que en este punto se determina si se sigue evaluando según el 

programa o se descarta el compuesto.

Para el ensayo MES se utilizaron tres ratones por dosis ensayada.

En el ensayo PTZ, por tratarse este de un test concluyente y muy cruento 

se utilizaron dos ratones por dosis ensayada.

La clasificación de las estructuras ensayadas en cuatro categorías8 permitió 

decidir cuáles serán capaces de continuar dentro del programa, y cuáles se 

descartan.

❖ Categoría 1: Actividad anticonvulsivante a 100 mg/kg o menos.

❖ Categoría 2: Actividad anticonvulsivante a más de 100 mg/kg.

❖ Categoría 3: Compuestos no activos a dosis mayores a 300 mg/kg.

❖ Categoría 4: Compuestos inactivos a 300 mg/kg o tóxicos a 30 mg/kg.

Aquellas estructuras que presentan actividad a 30 mg/kg pero también 

efectos neurotóxicos (Categoría 4) se evalúan a dosis menores.
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Fase II

Los compuestos Categoría 1 pasan a la Fase II del Programa de evaluación de 

drogas antiepilépticas.

En esta Fase se cuantifica la actividad anticonvulsiva frente al ensayo MES. Para 

describir la potencia de los nuevos compuestos anticonvulsivos el parámetro que 

se usa es la Dosis Efectiva 50 (ED50).

Tiempo de Efecto Máximo

Inicialmente se determina el Tiempo de Efecto Máximo (TEM), el cuál surge de la 

evaluación de la droga a distintos tiempos (30, 60, 120, 240 minutos) empleando 5- 

6 animales por tiempo. Los porcentajes de protección se grafican en función del 

tiempo y se determina el TEM por inspección visual de la curva (Figura 1).

Figura 1. Curva de tiempo de efecto máximo. 
En este ejemplo TEM es 60 min.

Dosis Efectiva 50 (ED50).

Una vez que se ha determinado el tiempo de efecto Máximo, se procede a 

efectuar la ED50 (empleando el ensayo MES). Grupos de 6 animales son evaluados 

al TEM. La evaluación se realiza hasta tener al menos 4 dosis distintas 

comprendidas entre aquellas que no inducen protección (0 %) y la que provoca 

protección total (100%). Los porcentajes de protección convertidos a probit9 se 

grafican en función del logaritmo de la dosis. (Figura). Mediante el tratamiento 

estadístico de los datos <Anexo 6) se elige la recta más adecuada, y se extrapola a 

probit 5 el valor de la ED50.
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Animales empleados en el Ensayo

Los animales utilizados en los 

ensayos son ratones albinos 

adultos de 18-23 g de peso10' 1L

1213 al momento de la 

evaluación (Figura 2). Los 

Figura 2. Ratones albinos. En casilleros 
individuales para la realización de los ensayos 
biológicos.

ratones provienen del Bioterio 

de la Facultad de Ciencias 

Veterinarias de la Universidad 

Nacional de La Plata (UNLP). Los 

animales recién recibidos se 

dejan estabilizar en el Bioterio 

del Area Diseño de Fármacos de 

la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP; se mantienen en jaulas colectivas de 

12 animales, en una habitación exclusiva para los ratones. Se separan por sexo, y 

etapas de crecimiento (hembras preñadas, crías en etapa de amamantamiento, 

jóvenes y adultos), animales en reproducción. Se alimentan con alimento 

balanceado y agua ad libitum. Se rigen bajo un ciclo día/noche de 12 horas (7 

a.m - 7 p.m: día; 7 p.m- 7 a.m: noche).

Los ensayos se realizan en una habitación exclusiva para Ensayos Biológicos. 

Durante el ensayo los animales se colocan en jaulas individuales (Figura 2) 

privados de alimento y agua. Finalizados los ensayos los ratones se vuelven a las 

jaulas colectivas y cada lote de ratones perteneciente a un ensayo se mantiene 

en observación durante 72 horas para detectar posibles efectos tóxicos a largo 

plazo que pueden ocasionarles la muerte.

Los animales no se vuelven a utilizar en otro ensayo y su manejo se hace de 

acuerdo a Normas Internacionales de animales de Laboratorio.

3. Preparación y administración de las drogas a ensayar

Los compuestos a ser evaluados deben ser lo suficientemente lipofílicos como 

para atravesar la Barrera Hematoencefálica (BHE). A su vez se deben poder 

solubilizar en agua, o formar una suspensión o emulsión homogénea para la 

correcta administración. En el Programa de evaluación de Drogas Antiepilépticas 
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se admite el empleo de solución fisiológica, metilcelulosa y polietilenglicol 400 

(PEG 400)14 para la preparación de las suspensiones o emulsiones.

❖ Si la droga no es soluble en agua, se utiliza PEG 400 para solubilizarla. Los 

solventes utilizados en investigaciones farmacológicas y toxicológicas no 

deben superar en concentración un cuarto del valor de la dosis letal 50 

(LD50) del mismo. En el caso de PEG 400 la LD50 es de 12.9 mg/kg en ratones 

inyectados vía intraperitoneal15. Este se emplea en concentraciones no 

mayores a 3 mg/kg, solo o en proporciones que llegan a 30% PEG 400 y 

70% de agua.

❖ Cuando la droga es sólida, se morterea y solubiliza en PEG 400. Se somete 

20 minutos a ultrasonido para favorecer la disolución y si no se logra 

obtener una solución límpida se calienta a 37°C. Luego se agrega el agua 

en pequeñas proporciones. La solución final debe ser límpida, las 

suspensiones homogéneas o las emulsiones finas sean estas en PEG 400 o 

en PEG/agua.

❖ Volúmenes de administración: estos varían entre 0.08 mL hasta 0.31 mL, 

dependiendo del peso de cada animal y de los volúmenes de PEG 400/ 

agua utilizados.

Vías de administración

J Vía intraperitoneal (/.p): La inyección se realiza 

en el abdomen del animal, formando un 

ángulo de 30° con el plano del cuerpo. (Figura 

3). Las agujas que se utilizan para el caso de 

soluciones son 27G % y para cuando se trata 

de suspensiones o emulsiones 25G 5/8. Al 

retirar la aguja se presiona suavemente con 

un trozo de algodón para verificar posibles 

pérdidas de volumen.

Figura 3. Vía de 
administración í.p.

J Vía subcutánea (s.c): La inyección se efectúa en un pliegue suelto de 

la piel de la línea media de la nuca del ratón (Figura 4). Se utiliza aguja 

27G % y se controla que no haya pérdida de la solución de la droga.
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Figura 4. Vía de
administración s.c.

En este trabajo la vía de administración s.c se utiliza 

para la aplicación del agente convulsivo (PTZ). La 

inyección i.p se utiliza para la administración de las 

drogas a evaluar.

4. Ensayos MES y PTZ

• Ensayo MES

Este ensayo consiste en la aplicación de una descarga eléctrica controlada a 

animales de experimentación (en este caso ratones®) con el objeto de 

provocarles un episodio convulsivo.

Se mide la capacidad que tiene una droga, administrada previamente de 

prevenir la convulsión.

Este modelo identifica compuestos que previenen la propagación de la descarga 

convulsiva.

Equipo Utilizado:

El equipo utilizado para la generación del estimulo eléctrico responde en líneas 

generales al diseño original propuesto por Woodburry y Davenport16

En el Laboratorio de Química Medicinal se cuenta con un generador de pulsos de 

corriente constante, diseñado y construido en la Facultad de Ingeniería de la 

UNLP. Este equipo fue diseñado para cubrir específicamente las necesidades de 

este tipo de ensayo y se desarrollo a semejanza de la unidad ECT* * * (Ugo Basile- 

Biological Research Apparatus, Varese, Italia), uno de los modelos de aparatos de 

electroshock más nuevos usados actualmente en las pruebas de convulsión. En 

este aparato se puede fijar:

® Ver sección animales utilizados en el ensayo de este Capítulo
* ECT: Electro Convulsive Treatment, Unidad de tratamiento electroconvulsivo.

J Corriente a aplicar: entre 10 y 100 mA, ya que la corriente necesaria 

para provocar una convulsión varía según la especie animal.

J Ancho de pulso de corriente (AP): entre 0.1 y 9.9 milisegundos.
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J Duración total de la descarga: entre 0.1 y 9.9 segundos.

J Frecuencia (f) del estímulo (cantidad de pulsos por segundo): entre 1 y 

250 Hz.

Para ensayos en ratones se emplean los parámetros típicos de estimulación para 

lograr una convulsión máxima 17:

J corriente de 50 mA,

J frecuencia de 60 Hz,

J ancho de pulso de 2.8 milisegundos,

J aplicación del estímulo durante 0.2 segundos.

Con los parámetros en estos valores se logra obtener un tren de onda rectangular 

logrando una respuesta convulsiva máxima, ya que el estímulo aplicado responde 

a 4-5 veces el necesario para llegar al umbral de convulsión.

Hay que destacar en este punto la diferencia entre convulsión mínima o umbral 

convulsivo y convulsión máxima.

> Umbral convulsivo: se caracteriza por una reacción de movimientos 

clónicos de la cara y miembros anteriores.

> Convulsión Máxima: Comprenden un período corto de flexión tónica 

seguido de un período más largo de extensión tónica de los miembros 

posteriores y finalmente se observa un episodio clónico17 (Figura 5).

A: Flexión tónica B: Extensión tónica C: Fase clónica

Figura 5. Fases de la convulsión Máxima provocada en el ensayo MES.
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Criterio de protección:

La supresión de la fase de extensión tónica de los miembros posteriores

(Figura 5, B) en las convulsiones por electroshock máximo es lo que determina 

si el animal se encuentra protegido o no.

Como resultado de cada ensayo se obtiene el porcentaje de protección de 

la droga que se expresa:

% de Protección = número de animales protegidos x 100

número total de animales

Existen distintos tipos de electrodos. Los corneales y los de orejas son los más 

usados.

En el Laboratorio de Química Medicinal se cuenta con ambos tipos. En este 

trabajo los datos que se presentan fueron obtenidos empleando electrodos de 

oreja.

Los electrodos son humedecidos con solución fisiológica en el momento de la 

aplicación en las orejas del animal, a fin de favorecer el contacto y asegurar la 

conducción de la corriente eléctrica.

• Ensayo PTZ

Se analiza la capacidad de un fármaco, administrado previamente de prevenir la 

convulsión donde el agente convulsivo utilizado, inductor de los episodios, es el 

pentilentetrazol (PTZ) o metrazol.

Este modelo identifica compuestos que elevan el umbral convulsivo.

> La solución de PTZ se prepara momentos antes de ser utilizada.

> La cantidad de PTZ administrada de 85 mg/ Kg, corresponde a la CD97 en 

ratones, aquella capaz de inducir convulsión en el 97 % de los animales.14' 
17

El PTZ puede administrarse por varias vías.18' 19 La más utilizada es la s.c y es la 

usada en este trabajo.
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Procedimiento:

Se administra la droga o compuesto a evaluar su capacidad anticonvulsiva. Una 

vez inyectados con PTZ los animales son observados durante 30 minutos para 

determinar si se produce alguna convulsión.

El PTZ provoca inicialmente sacudidas clónicas, que luego se hacen más 

sostenidas, y pueden conducir a un episodio tónico-clónico.

Criterio de Protección:

Como criterio para decidir protección o no frente a la convulsión se toma la 

aparición de al menos de un episodio clónico continuo durante 5 segundos de 

duración.

El porcentaje de protección se expresa como:

El equipo que se utiliza fue construido en la Facultad de Ingeniería de la UNLP 

(Figura 6), en base al diseñado inicialmente por Dunham y Miya 20 y a semjanza

del Rota Rod tredmill for mice (Ugo Basile-

Biological Research Apparatus, Varese, 

Italia). Este aparato consiste en un cilindro de 

3 cm de diámetro que gira a 15 rpm.21 Sobre 

este cilindro se colocan los animales 

separados unos de otros por paneles 

circulares. Los animales que caen lo hacen 

sobre una bandeja situada debajo del 

cilindro. La velocidad de rotación puede 
Figura 6. Equipo de Rotorod.
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Con este ensayo se mide el efecto neurotóxico, manifestado como sedación o 

ataxia, provocado por la droga anticonvulsiva.

Aparato utilizado:
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graduarse en forma continua.

Criterio de Neurotoxicidad:

Un ratón normal es capaz de mantener el equilibrio en un cilindro giratorio durante 

largos períodos de tiempo.

La incapacidad de un ratón de mantener la caminata durante un minuto sobre el 

cilindro en cada uno de los tres ensayos sucesivos, se considera como signo de 

sedación o ataxia.

Como resultado de cada ensayo se obtiene el porcentaje de toxicidad de la 
droga que se expresa como:

% de Toxicidad = Húmero de animales que caen x 100

número total de animales

5. Resultados

Se presentan los resultados obtenidos a partir de la evaluación biológica de los 

doce compuestos preparados.

Se utilizan como referencia los datos experimentales del ácido valproico y 

fenitoína obtenidos en el laboratorio de Química Medicinal frente al MES test, PTZ 

test y su neurotoxicidad. Esto se realizo a fin de confirma la validez de los datos 

obtenidos de los compuestos preparados al cotejarlo respecto a drogas 

estándar.22

N,N’-difenetilsulfamida presentó problemas de solubilidad en la preparación de la 

solución a dosis altas, por lo que no se pudo evaluar a 300 mg/kg.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en Fase I frente al MES test, PTZ, y 

Rotorod, de los compuestos preparados. Adicionalmente se incluye la 

clasificación de los compuestos de acuerdo a la actividad observada, así como 

los valores de log P calculados con el programa Hyperchem 7.01.

A continuación en la Figura 7 se muestran las estructuras de los compuestos 

preparados y ensayados, para una mejor compresión de la tabla 1 y 2 así como 

la posterior discusión de resultados.
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Figura 7. Compuestos preparados y evaluados como anticonvulsivos en este trabajo.
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Compuesto Categoría*
Log Dosis 
Pd (mg/Kg)

Actividad MES° 
tiempo (h)

TOXb 
tiempo (h)

Actividad PTZC 
tiempo (h)

1,2,3,4 0.5 4 0.5 4 0.5 4

30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
1-TPS 3 2.49 100 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

300 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2

2-TBS 3 4.69 100 0/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2
300 0/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2

3-DPS 2 1.04 30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3
100 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3 0/3
300 3/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3

4-DPHS 1 1.95 30 0/3 0/3 0/3 03 0/2 0/2
100 3/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2
300 i i 1 1 i i

30 1/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2
5-BSC 1 0.67 100 3/3 1/3 0/3 0/3 0/2 0/2

300 3/3 1/3 0/3 0/3 0/2 0/1

6-DBSC 1 1.79 30 1/3 1/3 0/3 0/3 0/2 0/2
100 2/3 1/3 0/3 0/3 0/2 0/2
300 2/3 2/3 0/3 0/3 0/2 0/2
30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

7-N,N-DBS 1 1.53 100 2/3 0/3 0/3 0/3 2/3 0/3
300 G G 3/3 3/3 - -
30 0/3 1/3 0/3 0/3 0/2 0/2

8-BS 1 0.41 100 - 1/2 2/3 0/3 - 0/2
300 - - - - - 0/2
30 1/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2

9-n-BSU 1 0.73 100 AC 0/2 3/3 1/3 AC -
300 AC AC 3/3 3/3 AC AC
30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2

10-n-PSU 1 1.13 100 3/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2
300 A A 3/3 3/3 A A
30 1/3 3/3 0/3 0/3 0/2 0/2

11-n-HSU 1 1.52 100 3/3 1/3 0/3 0/3 0/2 0/2
300 A A 3/3 3/3 A A

12-VPS 1 2.32 30
100

2/3
0/3

1/3
3/3

0/3
0/3

0/3
0/3

0/2
1/2

0/3
2/3

300 A A 3/3 3/3 A A

Tabla 1. Perfil farmacológico de los compuestos preparados. aMaximal electroshock test 
(número de animales protegidos/número de animales ensayados). b Toxicidad evaluada en 
Rotorod (número de animales que caen/ número total de animales); cPentilentetrazol test 
(número de animales protegidos/número de animales ensayados); dLog P (Coeficiente de 
partición octanol/agua) Calculado con el programa Hyperchem 7.01.Tiempo en horas, 
f: Clasificación según su actividad23 i: insoluble; AC: Acción convulsivante, G: los ratones 
giran sobre si mismos; A: ataxia.
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La Tabla 2 es un resumen de los resultados obtenidos del perfil farmacológico Fase 
I, frente a los ensayos MES, PTZ y Rotorod, de los sulfamatos y sulfamidas 
preparados.

Compuesto Categoríaf

Dosis minima 

con protección
MES”

mg/Kg

Dosis minima 

con protección
PTZb

mg/kg

. . Dosis
Tóxicac

mg/Kg

1-TPS 3 NO NO NO
2-TBS 3 NO NO ~NO
3-DPS 2 300 100 NO

4-DPHS 1 100 NO NO*
5-BSC 1 30 NO NO

6-DBSC 1 30 NO NO
7-N,N-DBS 1 100 NO 300

8-BS 1 30 | NO 100
9-BSU 1 30 NO 100
10-PSU 1 100 NO 300
11-HSU 1 30 NO 300
12-VPS 1 30 100 300

Tabla 2. Perfil farmacológico de los compuestos preparados. aMaximal electroshock 
test (dosis mínima con protección, NO: no protege frente a este test). 
bPentilentetrazol test (dosis mínima con protección, NO: no protege frente a este 
test); c Toxicidad evaluada en Rotorod (dosis a la que presentan toxicidad, NO: no es 
tóxica a la mayor dosis evaluada), No es tóxica a 100 mg/Kg, insoluble a 300 
mg/Kg; Clasificación según su actividad25:

Categoría 1: Actividad anticonvulsivante a 100 mg/kg o menos.
Categoría 2: Actividad anticonvulsivante a más de 100 mg/ kg. 
Categoría 3: Compuestos no activos a dosis mayores a 300 mg/kg.
Categoría 4: Compuestos inactivos a 300 mg/kg o tóxicos a 30 mg/kg.

3/3 (animales protegidos / animales evaluados)
2/3 (animales protegidos / animales evaluados)
1 /3 (animales protegidos / animales evaluados)

De los doce 12 compuestos preparados y evaluados en Fase I, diez (10) resultaron 

ser activos y de ellos nueve (9) clase 1, frente al MES test (Ver Tabla 2). En el PTZ 

test, 10 de los 12 compuestos evaluados no presentaron actividad. El sulfamato 

12-VPS y la sulfamida 3-DPS resultaron ser activos frente a ambos ensayos. 

Respecto a la neurotoxicidad, seis de los doce compuesto no son tóxicos a la 

mayor dosis evaluada, 300 mg/Kg. La sulfamida 8-BS, si bien es activa a 30 mg/kg 

resultó ser tóxica a 100 mg/kg. El sulfamato 9-n-BSU resultó tener acción a 

30 mg/kg y acción convulsivante a 100 mg/kg.
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Los compuestos 7-N,N-DBS; 10-PSU; 11-HSU; 12-VPS presentaron ataxia a 300

mg/kg.

Según la clasificación en categorías deberíamos evaluar todos los compuestos 

clase 1 en Fase II. En este trabajo para seleccionar las estructuras a evaluar en 

Fase II, no sólo se tuvo en cuenta la actividad sino la toxicidad y la estabilidad 

química de las moléculas. Si bien los carbamatos 5-BSC y 6-DBSC son activos a 

bajas dosis y no presentan toxicidad a 300 mg/kg, no son estables en el tiempo y 

se hidrolizan parcialmente a las respectivas sulfamidas primarias 8-BS y 7-N,N-DBS. 

Estas sulfamidas, si bien mantienen la actividad muestran toxicidad a dosis muy 

cercana la activa (ver Tabla 1).

Por lo tanto los compuestos seleccionados en base a estos criterios, para ser 

evaluados en fase II fueron la sulfamida 4-DPHS y el sulfamato 12-VPS por 

presentar actividad frente a ambos test MES y PTZ a dosis de 30 mg/kg y 100 

mg/kg respectivamente. Con respecto a la toxicidad de 12-VPS (300 mg/kg) es 10 

veces superior a la dosis en la que presenta actividad (30 mg/kg).

El sulfamato 11-HSU por ser activo a 15 mg/kg y selectivo en su acción ya que a 

las dosis evaluadas sólo presenta actividad frente al MES test.
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Resultados Fase II

Cálculo de la DE» para 12-VPS

TE MAx (tiempo de efecto máximo): 60 min.

% Protección Tiempo [minutos]
25 30
50 60
25 120
25 240

Cálculo de EDso

EDso: 47 mg/Kg [30- 73]

EDso: 224 pmol/Kg [151-363]; S: 1.88 [0.66-5.37],
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Cálculo de lo DEso pora 4-DPHS

TE MAx (tiempo de efecto máximo): 30 min.

% Protección Tiempo [minutos]
100 30
0 60

50 120
0 240

Cálculo de EDso

EDso: 80 mg/Kg [67- 95]

EDso: 263 pmol/Kg [220 - 313]; S: 1.33 [0.22-8.06].
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Tabla 3. Datos obtenidos en el ensayo MES de: Tiempo de Efecto Máximo, Dosis Efectiva 50, log P de 
los compuestos preparados y evaluados en Fase II. Se incluyen los valores para Ácido valproico, 
Fenitoína, Valpramida. Todos estos datos fueron obtenidos en el Laboratorio de Química Medicinal.
* Valor de la TD50. Valpramida presenta una TDso= 600 |imol/Kg, a las 2h. 4-DPHS no es tóxica a 
329 nmol/kg (la máxima dosis evaluada).

Fármaco TEMax (min) DEso MES test 
(pmol/Kg)

Toxicidad 
(pmol/Kg)

logP

12-VPS 60 224 [151-363] 1435 2.32

4-DPHS 30 263 [220-313] - 1.95

Valpramida 60 353 [267 - 466] 600* 2.23

Ácido 
Valproico 15 1008 [792-1282] 1700* 2.77

Fenitoína 120 22 [16-32] 260 [208-286]* 0.97

6. Discusión de los resultados

En función del número de compuestos sintetizados la interpretación y la variación 

estructural de los mismos, no es posible encontrar una relación estructura- 

actividad cuantitativa. Podemos observar una tendencia cualitativa, y así 

plantear conclusiones parciales.

De los doce 12 compuestos preparados y evaluados en Fase I, diez (10) resultaron 

ser activos frente al MES test y nueve (9) clase l(Ver Tabla 2). En cuanto al 

ensayado PTZ, 10 de los 12 compuestos evaluados no presentaron actividad. El 

sulfamato 12-VPS y la sulfamida 3-DPS resultaron ser activos frente al ensayo MES y 

PTZ.

En los compuestos preparados la tetra-sustitución del grupo sulfamida trae 

aparejado una anulación de la actividad.

Sin embargo las sulfamidas simétricas N,N’-sustituidas, 3-DPS, 4-DPHS y N,N’-d¡- 

butilsulfamida24 resultaron ser activas. De igual manera los sulfonil carbamatos, 

mono y di substituidos, resultaron activos a 30 mg/kg.

Analizando la influencia que tiene la mono y di-sustitución sobre el mismo átomo 

de N en la actividad se pude decir que los compuestos 7-N,N-DBS y 8-BS son 
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activos frente al MES test a bajas dosis (30 mg/kg) presentando neurotoxicidad a 

300 y 100 mg/kg respectivamente.

La inserción en la cadena lateral de un grupo voluminoso 4-DPHS adyacente a la 

porción polar, o sea sobre el átomo de N, contribuye al incremento de la 

actividad. Sin embargo se observa que cuando ambos N del grupo sulfamida se 

sustituyen por grupos voluminosos (1-TPS, 2-TBS) los compuestos resultan ser 

inactivos. Probablemente la presencia de un átomo de H sobre el átomo de N sea 

necesaria para la actividad. Los compuestos 1-TPS y 2-TBS resultaron ser inactivos 

frente a ambos test.

Si bien varios autores sintetizaron y evaluaron gran cantidad de ácidos 

monocarboxílicos derivados del ácido valproico (VPA), modificando la longitud 

de las cadenas, saturación y ramificación, no se ha planteado con anterioridad a 

este trabajo el reemplazo bioisostérico de la función ácida del VPA y sus análogos 

hidrocarbonados, por una función sulfamato o sulfamida. Kaene25, en 1983,

encontró una correlación significativa entre la longitud de las cadenas laterales y 

la potencia anticonvulsiva en ácidos carboxílicos análogos al VPA. Sin embargo 

vio que al aumentar la longitud también aparecen efectos sedativos y tóxicos. En 

el caso de los compuestos no ramificados (Figura 8; 1,2, 3) no presenta actividad.

Figura 8. Comparación estructura-actividad de ácidos carboxílicos y sulfamatos.

Con relación a lo anterior, en este trabajo de Tesis se observó que el reemplazo 

bioisostérico del grupo carboxílico por la función sulfamato (9-BSU; 10-PSU; 11-HSU) 

da como resultado compuestos activos frente al MES test.

En la serie de sulfamatos alifáticos se observa que al aumentar la longitud de la 

cadena (Cn; n= nro de átomos de C) desde n=4 hasta n=6, trae aparejado un 
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aumento de log P y se incrementa la actividad anti-MES, así como la 

neurotoxicidad (Tabla 1). Esto indicaría que el aumento en la lipofília permite que 

la droga atraviese la BHE con mayor facilidad.

Los compuestos 9-BSU y 8-BS un cambio de un átomo de N por un átomo de O 

(Figura 9) trae aparejado acción convulsivante.

Figura 9. Cambio de un átomo de N por un átomo de O lo convierte en un agente 

convulsivante.

Se observó que los compuestos lineales sulfamatos (9-BSU, 10-PSU, 11-HSU) y 

sufamidas (4-DPHS, 5BSC, 6-DBSC, 7-N,N-DBS, 8-BS) sólo presentan actividad frente 

al MES test.

El compuesto 12-VPS, análogo bioisostérico del VPA, al igual que este último es 

activo frente a MES test y PTZ.

Comparando los grupos funcionales: ácido (VPA), amida (VPD), alcohol (Val-OH), 

sulfamato (12-VPS), fosfónico (VPO) y fofínico (VPI) (Figura 10), se observa que si 

bien la cadena lipofílica es importante para que la droga llegue al sitio de acción 

(SNC), es importante la distribución electrónica sobre el grupo funcional. El grupo 

funcional sería responsable de la determinación de la actividad.

Datos obtenidos en nuestro laboratorio (Tabla 3), y recopilados de bibliografía 

para VPO26 muestran que mantenido constante la cadena alifática, y variando la 

funcionalización podemos tener compuestos activo e inactivos.

Si comparamos las EDso frente a MES test de los compuestos de la Figura 10, vemos 

que el compuesto 12-VPS es el más activo. Resulta ser 4 veces más activo que 

VPA, y 1.5 veces más activo que VPD. Los tres compuestos son activos frente al 

ensayo PTZ.
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Figura 10. Cambio de la funcionalización sobre la cadena 2-propilacética.

El cambio bioisotérico del grupo ácido carboxílico del VPA por el grupo fosfónico 

(VPO) o fosfínico (VPI) conduce a una perdida de la actividad.29

La valpramida (VPD), amida primaria del ácido valproico, ha sido usada en 

clínica en muchos países europeos para el tratamiento de las convulsiones 

epilépticas y como anti-psicótico.27-28'29-30 Si bien es más activa que VPA, en 

humanos, a diferencia de lo que ocurre en animales, se biotransforma en un 77- 

81% a VPA31. Es decir actúa como forma de liberación retardada de VPA.

Resumen:

• Con respecto a los requerimientos estructurales, electrónicos y 

conformacionales necesarios para la actividad anticonvulsivante los 

derivados sintetizados cumplen con los requisitos determinados por el 

farmacóforo postulado en nuestro grupo de trabajo.

• De los doce compuestos sintetizados 10 resultaron ser activos y 9 clase 

1 (Tabla 2).

• En el ensayo MES estos compuestos son menos activos que Fenitoína pero 

4 veces más activos que el anticonvulsivante de uso clínico ácido 

valproico.
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• Si bien es importante la presencia de la cadena lipofílica para que las 

drogas lleguen al sito de acción SNC, la presencia de los grupos 

funcionales sulfamato y sulfamida tienen un papel primordial en la 

actividad.

• Se logró en un trabajo interdisciplinario al obtener nuevos compuestos 

estructuralmente sencillos con actividad anticonvulsiva superando en 

algunos casos a compuestos de uso clínico.

• Se debe seguir trabajando para modular la neurotoxicidad (ataxia) de los 

compuestos preparados en este trabajo.
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ANEXO 1 

Descubrimiento de Nuevos Líderes

1. Introducción

El hombre, en su historia, ha buscado y busca nuevos compuestos químicos dado 

que le confiere a ellos la capacidad de paliar sus enfermedades. 

Estos compuestos pueden estar presentes en minerales, animales, vegetales 

terrestres y marinos. Distintas fueron las metodologías a las que recurrió para 

descubrir nuevos fármacos, dependiendo éstas del conocimiento que disponía 

para abordar este gran proyecto, la salud individual y colectiva de la sociedad.

Estas metodologías y sus tecnologías asociadas fueron evolucionando con el 

tiempo, desde el uso de infusiones y cocciones de vegetales hasta llegar a la 

identificación de los compuestos responsables de su actividad. Actualmente hace 

uso de la síntesis de compuestos asistida por computadora, diseñando moléculas 

capaces de interactuar con el sitio específico responsable de una acción 

biológica.

2. La evolución en las tecnologías

Las tecnologías han cambiado, especialmente 

en estos últimos 20 años y con ellas las 

estrategias para llegar a un nuevo fármaco. 

En los años 70, las hipótesis químicas y 

biológicas guiaban el desarrollo de un nuevo 

fármaco. Aunque la síntesis resultaba 

relativamente lenta, el verdadero cuello de 

botella eran los modelos animales de 

experimentación y el aislamiento de órganos 

para los ensayos preclínicos. Los ensayos farmacológicos usaban docenas de 

animales para cada compuesto y normalmente se necesitaba más tiempo para 

la caracterización biológica que para la síntesis química. El azar jugaba un papel 

importante en el descubrimiento de nuevos compuestos activos.1

En los años ‘80 se introdujeron el modelado molecular y los modelos de ensayos ¡n 

vitro [inhibición enzimática, reconocimiento de receptores (binding)] siendo el 

principal problema la síntesis química de los compuestos propuestos por estos 

métodos, que demandaba una alta dedicación con una baja eficiencia.

En el nuevo milenio 2 se introducen las tecnologías basadas en la obtención de 

nuevos fármacos a partir del conocimiento del sitio receptor: el screening virtual, 
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la farmacogenética (producción de proteínas) o el diseño de estructuras 

basadas en el ligando donde se utilizaron técnicas como: la combinatoria 

química que permite la síntesis dirigida (chemistry driven) y la obtención de un 

único compuesto. Otra técnica que tubo gran auge y muy utilizada por la 

industria farmacéutica es el screening de alta performance HTS*  (Hight Throughup 

Screening)3 o ultra HST que abarca la determinación de la actividad 

farmacológica/biológica de compuestos combinando búsqueda rápido y 

técnicas de perfilado molecular de alto rendimiento que le permiten analizar miles 

de compuestos o mezclas por semana. El paso limitante en esta década, son las 

propiedades ADME (adsorción, distribución, metabolización y eliminación) (Figura

* HTS o uHTS se refiere a las técnicas para le evaluación in vitro automatizada de grandes 
cantidades de compuestos simultáneamente. Para ello se usan ensayos bioquímicos cuyos efectos 
son fácilmente detectables y medidos (cambio de color en una reacción enzimática o 
desplazamiento de radioligandos).

1).  La combinatoria química permitió la accesibilidad sintética de un gran número 

de compuestos. Se prepararon y evaluaron utilizando técnicas de combinatoria 

química y HTS, compuestos de alto peso molecular, sin tener en cuenta todos los 

problemas asociados a la biodisponibilidad y la farmacocinética.

a Eficacia (30%) □ Toxicidad en

animales (11%) □ Farmacocinética (39%) 

n Efectos adversos en Humanos (10%) 
a Razones Comerciales (5%)
a Misceláneos (5%).

Figura 1. Causas por las que falla el desarrollo de Nuevas Entidades Químicas (NCEs) o 

fármacos. Datos obtenidos a partir de 198 NCEs en desarrolllo clínico en U.K entre 1964- 

1985. Tomado de Kubinyi, H. Nature Reviews, Drug Dicovery, 2003, Vol.2, 665.

Aunque esta situación fue cambiando en los últimos años, al introducirse la síntesis 

en paralelo y librerías diseñadas, se necesitan aún mejores herramienta para 

predecir rápidamente los parámetros ADME.

Se investigan de miles a millones de compuestos, y a pesar del gran número de 

compuestos que se evalúan no hay garantía de encontrara un líder.
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El Presente es la farmacogenómica4. Las variaciones 

genéticas que existen entre las personas son una 

limitación tundamental para los tratamientos 

actuales que utilizan el manejo de las enfermedades, 

por ejemplo del Sistema Nervioso Central. Cada 

persona reacciona de una forma diferente a un 

fármaco, de ahí la necesidad de introducir 

“tratamientos a la carta". Esto significa que con el 

conocimiento del genoma humano se podrán diseñar fármacos dirigidos a una 

enfermedad concreta que tiene un marcado carácter genético y, por otra parte, 

diseñar medicamentos que eviten efectos tóxicos debido a un fallo metabólico. 

Por ejemplo, medicamentos que interactúen con una determinada proteína 

involucrada en la enfermedad del paciente.

La farmacogenómica servirá para optimizar el rendimiento de los fármacos, para 

dirigir el fármaco a la persona adecuada, para evitar efectos secundarios y para 

evitar costos, es decir, no trabajar con ensayo y error, sino dirigir el medicamento 

a la persona y patología adecuada.

La secuenciación del genoma humano ha revelado la presencia de un gran 

número de potenciales blancos o dianas terapéuticos, sin embargo, la mayoría 

de estos blancos no han sido completamente caracterizados ni se ha establecido 

su asociación con una enfermedad concreta.

Se ha estimado que el número de potenciales blancos terapéuticas se encuentra 

entre 600 a 1.500, no obstante, los fármacos que actualmente se encuentran en el 

mercado actúan sobre 500 dianas diferentes.4 El reto actual consiste en 

seleccionar a partir del conjunto de genes del genoma humano (30.000 genes) 

aquellos genes que dan lugar a proteínas que pueden llegar a ser receptores 

involucrados en una patología o blanco terapéutico.5

Entre las preguntas que quedan abiertas acerca de las nuevas tecnologías se 

encuentran:
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* El 22 de marzo de 2005, la FDA ha informado de la difusión de la 'Guía sobre 
Farmacogenómica' que ha elaborado. Pretende orientar a la Industria en esta área de 
conocimiento durante el desarrollo de nuevos medicamentos, lo que permitirá tratamientos 
más adecuados a las características genéticas de los pacientes. Los polimorfismos pueden 
explicar diferentes respuestas a los mismos tratamientos, así como determinados efectos 
adversos o interacciones, según diferentes genotipos enzimáticos (p.ej., CYP2D6). Los 
nuevos test farmacogenéticos permitirán ajustar dosis de determinadas terapias cardiacas, 
psiquiátricas o antineoplasicas a las características genéticas de los pacientes. 
La información se encuentra en la web de FDA:



• Existe una droga específica para un genoma (druggable genome)?

• Un único blanco terapéutico es siempre la mejor manera de abordar el 

problema?

• Una pobre ADME es el único problema con el que nos podemos 

encontrar? 6

3. Qué es un líder?

Se ha intentado definir las propiedades empíricas que caracterizan a una 

estructura líder de muchas maneras diferentes. Las características principales se 

pueden enumerar como sigue:

1) El compuesto debe tener alguna actividad biológica deseable, si bien 

esta puede ser moderada y no selectiva.

2) Cualquier modificación estructural realizada hasta el momento, sobre la 

estructura base, muestra una disminución de actividad o incremento de 

su toxicidad.

3) No debería reaccionar de forma irreversible con el blanco o receptor 

biológico, aunque se debe admitir que algunas de las drogas líderes más 

exitosas, como el ácido acetilsalicílico, las penicilinas, y el omeprazol, son 

inhibidores enzimáticos irreversibles.

Un criterio general recomendado, según algunos autores, es que un líder debe 

tener un peso molecular menor de 350, y un valor de lipofília expresado en log 

P (P= coeficiente de partición octanol /agua) menor a 3.7

Por otro lado la “regla de cinco’’ de Lipinski8 requiere que las drogas tengan:

D un peso molecular menor a 500,

D un valor de log P menor de 5,

Q no más de 5 enlaces de hidrógeno dadores de electrones,

B no más de 10 átomos de N y O (aproximadamente estimado a partir del 

número de hidrógenos aceptores de electrones) en la molécula.

Hay un alto riesgo de baja biodisponibilidad si dos o más de estas condiciones se 

violan. Otras propiedades que se pueden estudiar, como determinantes de la 

biodisponibilidad, son el área de la superficie polar, y la flexibilidad de la molécula 

expresada como el número de enlaces capaces de rotar.
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4. La Industria Farmacéutica y el descubrimiento de nuevos Líderes

Hoy, la industria farmacéutica se encuentra frente a un déficit de drogas líderes. 

Mientras que en el pasado eran aprobadas por la Food and Drug Administration 

(FDA) de 50 a 60 nuevas entidades químicas (NCEs) por año, este número cayó 

significativamente en los últimos años. Se alcanzaron los números históricamente 

más bajos en los años 2000 con 27 nuevas NCEs, 2001 con 24 NCEs, y 2002 con 

sólo 18 NCEs aprobadas.

4.1 Costos

Los costos que se invierten en investigación para el descubrimiento de un nuevo 

fármaco se estima que van de US-$ 500 -900 millones. Si se tienen en cuenta los 

fracasos que implican el descubrimiento de NCEs, comparado con los costos de 

desarrollo y el amplio campo de investigación (incluyendo los ensayos biológicos, 

clínicos y preclínicos); en el año 2001 se invirtieron unos 45 billones de dólares, para 

la obtención de cada una de las nuevas entidades químicas, y dependiendo del 

número de NCEs que se aprueben para su comercialización esta cifra puede ser 

aún mayor.

5. Dificultades actuales en el descubrimiento de un Nuevo Líder

La caída en el número de NCEs tiene diferentes motivos (Figura 1). Actualmente 

las dos razones más importantes son:

❖ La existencia de medicamentos de uso clínico muy efectivos para muchas 

de las enfermedades tradicionales, centrándose la investigación ahora en 

patologías crónicas, como enfermedades coronarias, la enfermedad de 

Alzheimer, artritis, cáncer y SIDA. Se debe tener en cuenta que las 

compañías farmacéuticas deben considerar tanto los factores 

económicos como medicinales.

❖ Los requerimientos de los entes reguladores para la incorporación de 

nuevos fármacos, con respecto a eficacia y seguridad de éstos son cada 

vez más exigentes.

De cualquier modo, la situación actual refleja una carencia de nuevas 

estructuras líderes que puedan ser optimizadas para obtener nuevos fármacos de 
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uso terapéutico. La proporción de compuestos a producir para obtener un nuevo 

medicamento aún sigue siendo muy alta y es aproximadamente de 10000 

compuestos para obtener un nuevo fármaco.9

6. Metodologías empleadas en el descubrimiento de nuevos líderes.

Se presenta una de las tantas formas de ordenar este mundo tan vasto como es el 

descubrimiento y/o diseño de una nueva estructura líder.

Desde la perspectiva de la presente Tesis clasificaremos las metodologías en dos 

grandes grupos, aquellas que abordan el estudio desde el ligando y aquellas que 

lo hacen desde el receptor.

6.1 Descubrimiento de Nuevos Líderes a partir del ligando.

Métodos Indirectos

6.1.1 Productos Naturales

6.1.2 Descubrimiento por azar o serendipity

6.1.3 Ensayos Biológicos in vivo e in vitro

6.1.4 Barrido Farmacológico de Alta Performance (HTS) o uHTS

6.1.5 Combinatoria Química

6.1.6 Diseño Racional a partir de compuestos preexistentes

• Optimización de estructuras líderes

• “Semejante a” o Mee too

• Peptidomiméticos

• Reducción y/o eliminación de efectos adversos.

• Enantiómeros y compuestos quirales.

• Metabolitos activos: rescatando malos líderes

• Diseño de nuevos ligandos asistido por computadoras:

❖ Farmacóforo

❖ QSAR 3D: CoMFA

❖ Barrido Virtual (Screening virtual)
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6.2. Metodologías de diseño basadas en el conocimiento del sitio receptor.

Métodos Directos

6.2.1 Métodos computacionales:

6.2.1.1 Bases de Datos-Estructura 3D de proteínas:

6.2.1.2 Docking
6.2.1.3 Síntesis de novo

❖ Rayos x

❖ RMN

❖ Modelado por Homología

6.1 Metodologías usadas en el descubrimiento de Nuevos Líderes basadas en el 

ligando.

6.1.1 Estructuras Líderes obtenidas a partir de Productos Naturales.

Los productos naturales han sido y son una fuente inagotable en el 

descubrimiento de fármacos y estructuras líderes. No se conoce la verdadera 

amplitud de la diversidad biológica, o sea, cuántas especies de plantas y 

animales comparten el planeta con los seres humanos. Casi todas las 

estimaciones dan una cifra entre los 10 millones y los 30 millones, con algún 

consenso alrededor de la cifra de

Aproximadamente el 48% de los fármacos 

aprobados para su uso clínico en el 

período 1981-2002 provienen de 

productos naturales, sus derivados o 

análogos sintéticos15

14 millones.10 De cualquier modo, 

sólo alrededor de 1,7 millón de 

especies, una pequeña parte del 

total, han sido identificadas y 

categorizadas, y menos aún han 

sido estudiadas.10 Cualquiera sea

el número verdadero de especies, la conservación misma de la diversidad 

biológica es vital para la humanidad. Aproximadamente el 28% de las NCEs 

encontradas entre los años 1981-2002 fueron productos naturales o derivados de 

productos naturales.11 Otro 20% de los fármacos o NCEs desarrollados en este 

período mimetizan a productos naturales, esto significa que la síntesis química de 

éstos compuestos deriva del estudio de productos naturales.15

Si tenemos en cuenta la contribución de estas dos categorías aproximadamente 

el 48% de los fármacos aprobados para el uso clínico en el período 1981-2002 

provienen de productos naturales, sus derivados o análogos sintéticos.12 Las 

compuestos derivados de productos naturales pueden servir como nuevos 
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fármacos o bien ser estructuras líderes las cuáles pueden ser optimizadas por los 

químicos medicinales.13

Mientras que en el pasado los productos naturales derivados de plantas tenían un 

papel predominante14, y los microorganismos sólo eran investigados como 

productores de antibióticos, hoy en día muchas clases de drogas son extraídas o 

derivadas de la acción de los microorganismos.

La mayoría de los compuestos activos derivados de productos naturales son 

metabolismo secundario y se caracterizan por presentar estructuras noveles y 

complejas.

Las plantas han sido utilizadas como medicamentos por miles de años.15Estas 

medicinas en un principio eran drogas crudas como tinturas, té, emplastos, y otras 

formulaciones a base de hierbas. Las formas específicas de usarlas y los métodos 

de aplicación pasaban a través de la historia de boca en boca. Recién en el Siglo 

XIX, se comenzaron a aislar los principios activos de extractos vegetales. Las 

primeras drogas extraídas de un vegetal fueron la morfina, la quinina y el ácido 

salicílico 16(Fig. 1). Los glicósidos cardíacos (Fig.l), fueron extraídos de la especie 

Digitalis y de otras plantas. Sus derivados sintéticos presentan mejores propiedades 

farmacocinéticas.

La morfina se convirtió en el líder más preciado de los analgésicos y algunos 

derivados de ella, estructuras químicas simplificadas, resultaron ser antitusivos, 

antagonistas de la morfina, neurolépticos, entre otras actividades.

El ácido salicílico es un producto natural con baja actividad antiflamatoria, su 

derivado el ácido acetilsalicílico actúa como inhibidor irreversible de la 

ciclooxigenasa, siendo el compuesto más activo y también apropiado en la 

profilaxis de las enfermedades trombóticas.

Otros derivados de plantas que sirvieron como líderes para el descubrimiento de 

nuevos fármacos son por ejemplo los alcaloides del curare, la papaverina y la 

atropina.17

Las drogas antitumorales taxol18 y camptotecina, el producto natural anti-

Alzheimer galantamina 19, la droga artemisina con actividad antimalárica20, son 

ejemplos recientes de productos naturales derivados de plantas de interés

terapéutico (Fig. 2).

Con excepción de epibatidine21, alcaloide con importante 

actividad anestésica aislado de la rana Epipedobates 

tricolor, y algunos péptidos, los compuestos derivados de 

animales como teprotide, hirudina, y toxinas 

como conotoxinas, son más importantes como herramientas farmacológicas 

(ej: tetrodotoxina) que como estructuras líderes de uso terapéutico.

138



Anexo 1

Figura 1. Diversidad estructural de fármacos derivados de productos naturales.

Figura 2. Ejemplo de nuevos fármacos de origen vegetal.
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Desde 1928, cuando Sir Alexander Fleming descubrió la lísis de bacterias por 

secreción de un producto derivado de levaduras de Penicillium, los 

microorganismos comenzaron a ser una importante fuente para la obtención de 

antibióticos. La estructura original de la penicilina fue optimizada paso a paso, 

hasta obtener análogos biodisponibles, y un amplio espectro de antibióticos hasta 

llegar a los derivados resistentes a las

lactamasas.

Además las penicilinas, las cefalosporinas, 

tetraciclinas, cloranfenicol, estreptomicinas, 

rifampicina, valinomicina, etc., se 

convirtieron en estructuras líderes de gran 

valor terapéutico.

Otros ejemplos en donde se obtuvieron estructuras líderes a partir de la acción de 

microorganismos son: drogas cardiovasculares, los immunodepresores ciclosporina 

A y tacrolimus, antitumoral ephotilone, y el grupo más importante de estatinas 

bloqueantes de la biosíntesis de colesterol (Cerivastatin).

Los anticoagulantes cumarínicos como fenprocumona y warfarina, son derivados 

de dicumarol, producidos por un microorganismo presente en el heno en 

descomposición.22

En los últimos años se ha mostrado un gran interés por la posibilidad de encontrar 

nuevos líderes a partir de recursos marinos. Las esponjas y los corales son un 

recurso potencial de estructuras químicas con actividad biológica. Entre sus usos 

se encontró actividad antiflamatoria, antiviral y anticancerígena.26

Un ejemplo es la curacina A (Figura 3) que se obtiene de una cianobacteria 

marina, Lyngbya majuscula, y nuestra potente actividad antitumoral.23

Figura 3. Curacina A obtenida de recursos marinos
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6.1.2. Descubrimiento por azar o serendipity.

“El azar sólo favorece a las 

mentes preparadas para 

observar.”

Los primeros fármacos, en general, fueron 

descubiertos por azar.

El uso del óxido nitroso y el éter como gases 

anestésicos utilizados en cirugía, surgió de la 

observación de las personas que inhalaban estos químicos en fiestas, y no sentían 

ningún dolor si se cortaban o lastimaban.

La actividad vasodilatadora del nitrito de amilo y la nitroglicerina se descubrió por 

accidente; los químicos que trabajaban con éstos compuestos orgánicos sufrían 

de un fuerte dolor de cabeza luego de inhalar o ingerir pequeñas cantidades de 

estos compuestos.

Algunos otras fármacos surgieron de hipótesis incorrectas, por ejemplo, el hidrato 

de doral, que se suponía sé metabolizaba a cloroformo con propiedades 

narcóticas (la forma activa es el metabolito tricloroetanol), y los uretanos, que se 

suponía liberaban etanol.

El ácido acetilsalicílico una prodroga del ácido salicílico, fue pensado para ser 

un compuesto mejor tolerado, y resultó tener un único mecanismo de acción.

Una secretaría estuvo despierta por más de 20 horas luego de la primer aplicación 

en humanos de clonidina (Fig. 4), el cuál se esperaba que fuera un descongestivo 

nasal, terminó siendo una fuerte droga antihipertensiva.

Las historias por azar de la penicilina, el LSD y el primer tranquilizante, 

clordiacepan son muy conocidas.24-25

La acción anticoagulante de los compuestos tipo dicumarol resultó de observar 

que el ganado sangraba hasta morir luego de la ingesta de heno en 

descomposición. El anticoagulante warfarina fue en principio usado como 

veneno para ratas, su aplicación clínica fue confirmada cuando un soldado 

estadounidense trató de suicidarse pero sobrevivió. Hoy en día ese “veneno para 

ratas" es la droga más valiosa para la prevención de episodios y enfermedades 

relacionadas con la trombosis.
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Figura 4. Ejemplos de drogas descubiertas por azar.

La mayoría de los edulcorantes artificiales como sacarina, ciclamatos y 

aspartame, fueron descubiertos por azar.

Otro ejemplo es el Viagra (Fig.4, ver optimización de efectos adversos).

El azar y la sagacidad juegan un rol importante en el descubrimiento de nuevas 

drogas. Fleming podría haber tirado su cultivo de bacterias estropeado, o 

Sternbach podría haber obviado el cristal de clordiacepóxido cuando limpiaba 

su laboratorio, pero no lo hicieron. Ellos eran investigadores con experiencia, y 

como dijo Louis Pasteur “la suerte sólo favorece a las mentes preparadas para 

observar.’’

“Investigar es ver lo que todo el mundo ha visto, y pensar lo que nadie más ha 

pensado’’ por Albert Szent-Gyorgi, quién descubrió la vitamina C.

6.1.3 Ensayos Biológicos in vivo e in vitro

La elección correcta del ensayo biológico es crucial para el éxito de cualquier 

programa de desarrollo de nuevos fármacos. El ensayo debe ser simple, rápido y 

relevante ya que un gran número de compuestos deben ser analizados en los 

ensayos preclínicos.
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Ensayos in vivo

En los ensayos in vivo llevados a cabo en animales de experimentación, se induce 

o provoca una condición clínica que produce un síntoma observable. Luego, el 

animal se trata con la droga para ver si esta es eíectiva por eliminación de los 

síntomas observables.

El desarrollo de antiflamatorios no esteroideos se lleva a cabo provocando 

inflamación en animales de prueba y luego se aplica la droga y se observa si 

revierte el proceso inflamatorio.

A menudo se utilizan animales transgénicos para los ensayos in vivo. Estos animales 

son transformados genéticamente. Por ejemplo es posible remplazar genes en un 

ratón por genes humanos. El ratón produce el receptor o la enzima humana y es 

posible así probar el compuesto in vivo para un determinado blanco terapéutico. 

También se pueden alterar los genes de un ratón para que este se vuelva 

susceptible a una enfermedad en particular (por ejemplo cáncer) . Luego se 

prueban las drogas para ver si previenen esa enfermedad.

En general existen algunos inconvenientes asociados a los ensayos in vivo. Por un 

lado el ensayo es lento y se deben sacrificar animales. Existen muchos problemas 

de farmacocinética, y a veces los resultados son difíciles de racionalizar.

Por otro lado, es posible que los síntomas observados puedan ser causados por 

diferentes mecanismos fisiológicos diferentes al buscado. Por ejemplo muchos 

fármacos que resultaron ser activos como antiulcerosos en animales no fueron 

efectivos en la fase clínica.

Por último, se obtienen diferentes resultados dependiendo de la especie animal. 

Por ejemplo prodrogas de la penicilina metil éster fueron activas en ratones y en 

ratas pero no se pueden hidrolizar en conejos, perros y humanos.

Ensayos in vitro

Estos ensayos no se realizan en animales vivos, sino sobre tejidos, enzimas o células. 

Se pueden evaluar inhibidores enzimáticos sobre una enzima pura en solución. Así 

como antagonistas y agonistas de receptores sobre tejidos aislados o células las 

cuales expresan al receptor en su superficie.

Muchos ensayos in vitro se pueden diseñar usando genética molecular donde el 

gen codifica para una enzima específica o un determinado receptor, se clona y 

se expresa en una célula de rápida división como una bacteria, levadura o célula 

tumoral. Por ejemplo la proteasa del HIV se clona y se expresa en la bacteria 

Escherichia coli.
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6.1.4. Barrido Farmacológico de Alta Performance (HTS o uHTS).

La robótica y la miniaturización de los ensayos in vitro sobre células 

genéticamente modificadas dio origen al proceso llamado High Throughput 

Screening (HTS).

Este proceso se refiere al ensayo de un gran número de compuestos frente a un 

gran número de posibles blancos terapéuticos. En un ensayo típico varios miles de 

compuestos pueden ser evaluados frente a 30-50 ensayos bioquímicos a la vez. El 

ensayo conduce a una respuesta fácilmente medible que puede ser detectada y 

cuantificada automáticamente. Por ejemplo crecimiento celular, cambio en el 

color producido por una reacción enzimática, etc.

Esta técnica surge de la necesidad de evaluar farmacológicamente el gran 

número de compuestos obtenido a partir de la combinatoria química.

Si bien muchas estructuras líderes se descubrieron aplicando esta técnica26, los 

investigadores se están dando cuenta de que la ¡dea inicial de seleccionar de 

una colección de compuestos o de librerías de combinatoria de compuestos 

activos no dió los resultados esperados. Entre los inconvenientes encontrados, la 

solubilidad limitada de los compuestos, la descomposición de los mismos en las 

soluciones de almacenamiento, fluorescencia de algunos compuestos o cambio 

de color, impurezas coloreadas originan falsos positivos o falsos negativos 

haciendo poco redituable esta metodología.

6.1.5 Combinatoria Química

La combinatoria química es un 

avance tecnológico de prueba y error 

para el descubrimiento de nuevos 

líderes.

La combinatoria química es una 

forma de producir un gran número de 

compuestos en corto tiempo, usando 

una ruta sintética definida con una 

gran variedad de materiales de 

partida y reactivos. Generalmente esto se lleva a cabo en muy pequeña escala 

usando sintones en fase sólida donde el proceso se puede automatizar o 

semiautomatizar.

Si bien su primera aplicación fue la producción de un gran número de 

compuestos en pequeñas cantidades, el uso de la combinatoria química se 

extendió a otros campos de la química.

La química combinatoria se puede llevar a cabo de manera de obtener un único 

compuesto en cada uno de los frascos de reacción, este proceso se denomina 

síntesis en paralelo. Es útil en el proceso de optimización de una droga líder.
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Alternativamente el proceso puede ser diseñado de tal manera que la mezcla de 

compuestos sea producida en cada frasco de reacción. Esto se usa en el 

descubrimiento de nuevos líderes.

Figura 6. El rol de la síntesis combinatoria en el descubrimiento y optimización de un líder.

Combinatoria Química en la Optimización de un líder

Para llevar a cabo la optimización de un líder se necesita sintetizar un gran 

número de análogos para luego encontrar una relación estructura- actividad y/o 

mejorar la actividad del compuesto líder.

La síntesis combinatoria en paralelo permite la síntesis rápida de análogos que 

varían poco estructuralmente con respecto al compuesto líder. A diferencia de la 

síntesis combinatoria este proceso se caracteriza por que se obtiene un producto 

por reacción. En la fase de optimización las técnicas de combinatoria química 

pueden ser usadas al mismo tiempo con el diseño racional.

Síntesis combinatoria en el descubrimiento de un nuevo líder.

La síntesis combinatoria a sido mayormente dirigida a encontrar un nuevo líder 

dentro del descubrimiento de nuevos fármacos.

A partir del conocimiento del genoma humano, numeroso blancos terapéuticos 

se descubrieron para tratar viejas enfermedades. Con tantos nuevos blancos las 

compañías farmacéuticas se encontraron con el problema de identificar la 

función de cada blanco, encontrando un compuesto líder para cada blanco 

terapéutico y optimizarlo lo más rápido posible.

Cuando en el pasado la finalidad era encontrar un nuevo líder, ahora la finalidad 

es encontrar una droga para un blanco determinado. Con la combinatoria 

química las necesidades de la industria farmacéutica de probar más de un millón 

de compuestos al año para más de 100 blancos terapéuticos diferentes a fin de 

encontrar un compuesto líder eficaz y rápidamente estaba cubierta. Si bien la 

combinatoria química es capaz de producir este número de compuesto, es 
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importante recordar la importancia de la diversidad estructural para aumentar las 

posibilidades de encontrar un compuesto líder.

Por otro lado no necesariamente el ligando perfecto es un buen líder para 

continuar con su desarrollo.

En esta técnica, los componentes de la mezcla de reacción, no son separados e 

identificados hasta que un ensayo in vitro para un determinado blanco de 

positivo.

Si se encuentra un ensayo positivo el desafío es separar la mezcla de reacción e 

identificar cuál de los componentes de la mezcla es el responsable de la 

actividad.

De todos modos hay una economía de esfuerzos cuando un resultado da 

negativo para una mezcla de 100 compuestos ya que se evita la síntesis, 

purificación, e identificación de cada uno de los componentes de la mezcla.

La combinatoria química no es más que un avance tecnológico de prueba y error 

para el descubrimiento de nuevos líderes.

6.1.6 Aproximación Racional

Además de los productos naturales 

derivados de plantas; los

neurotransmisores endógenos y las 

hormonas esteroideas han sido la 

tuente más rica de nuevos fármacos.

Para la elucidación del mecanismo bioquímico fundamentalmente en la 

transmisión de impulsos nerviosos, y el conocimiento del efecto de las hormonas 

se utilizaron un gran número de fármacos de uso clínico que interaccionaban con 

receptores teniendo efectos agonistas o antagonistas. Esta fase del 

descubrimiento de nuevas drogas ha sido considerada por muchos autores como 

la”época de oro” en el período 1950-1960. Actualmente muchos de estos 

fármacos se continúan usando.27- 28,29,30

Difenhidramina utilizada en la cinetosis fue descubierta en 1947 por azar. La 

potencia de neurotransmisores agonistas y antagonistas de receptores 5-HT ha 

sido explotada al igual que la acción de muchas hormonas esteroideas y sus 

análogos.

Actualmente muchos inhibidores enzimáticos se desarrollaron a partir de 

compuestos que mimetizan el estado de transición de enzimas, entre ellos 

inhibidores de proteasas que, al haberse sustituido el grupo amida por otro grupo 

funcional dio origen a los peptidomiméticos. 31
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• Optimización de una estructura líder

La optimización de una estructura líder es un proceso dinámico (evolutivo), en el 

cuál cada modificación estructural esta asociada a una disminución o aumento 

en alguna de las propiedades y conduce a un nuevo análogo, que es 

nuevamente optimizado hasta que se obtiene el candidato final, que posee las 

propiedades deseadas. Los resultados en este tema muestran que casi siempre 

las nuevas drogas, terminan siendo más lipofílicas y de mayor peso molecular 

luego de este proceso.32-33-34-35-36-37-38 Sin embargo, existen ejemplos en donde a 

partir de moléculas estructuralmente complejas, derivadas de productos 

naturales como morfina, quinina, alcaloides del curare, se pueden obtener 

análogos estructuralmente más simples, biológicamente activos.

Aquí también es válido aplicar, al igual que para las características de un líder, la 

“regla de cinco” de Lipinski (Ver Sección 3 de este Anexo).

Las propiedades de las moléculas candidatos a ser usadas clínicamente han sido 

muy estudiadas. Pueden existir excepciones con respecto a las definiciones 

empíricas de las propiedades estructurales de un líder, y en casos especiales hasta 

“malos” líderes pueden ser exitosamente optimizados para la obtención de 

drogas de gran valor.

• Desarrollo de compuestos 'semejantes a"

Esta metodología también es conocida como "me too". Se basa en copiar 

compuestos ya existentes con probada acción farmacológica y realizar una 

mínima variación estructural.

Existen muchos ejemplos que demuestran que se puede mejorar la 

biodiponibilidad, y ampliar el espectro de acción desarrollando análogos de 

compuestos ya existentes.39-40-41 Muchas veces una segunda droga que aparece 

en el mercado tiene ventajas terapéuticas que la pone en primer lugar Ejemplos 

de estos casos son la ranitidina vs 

cimetidina o enalapril vs captopril, en 

este último el antihipertensivo captopril 

fue usado por varias compañías 

farmacéuticas para producir su propio 

antihipertensivo. En la Figura 7 se pueden 

observar las modificaciones estructurales 

realizadas.
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Figura 7. Ejemplo de compuestos “ semejantes a".

• De péptidos a peptidomiméticos

Peptidomimético:

Transformación de un 

péptido en un ligando no 

peptídico con igual 

acción que este.

A la hora de diseñar peptodomiméticos es de gran 

utilidad conocer de los péptidos su biosíntesis, el 

transporte, inactivación e eliminación.42

Los péptidos son compuestos de gran interés dentro 

de la química medicinal. Muchos sustratos de 

enzimas como angiotensinógenos, angiotensina, 

fibrinogeno, HIV GAG y GAG-pol (precursores de la 

proteasa del HIV y otras proteínas del HIV) y muchas enzimas de ligando- 

receptores como neuroquininas, encefalinas, somastotatinas, etc., son péptidos o 

proteínas. Los péptidos pequeños representan un punto de partida para el 

desarrollo de nuevos fármacos, especialmente por que se facilita su 

farmacocinética al tener bajo peso molecular, y en general no pierden las 

propiedades necesarias para el reconocimiento fármaco-receptor.43 Sin 

embargo, los péptidos, incluso los pequeños, tienen limitaciones al ser utilizados 

como fármacos, ya que sufren proteólisis por parte de las peptidadas en el tracto 

gastrointestinal o en el sistema circulatorio, sufren excreción rápida a través del 

hígado o riñón. Los peptidomiméticos son moléculas que al disminuirles el carácter 

peptídico mediante modificaciones estructurales, logran características 

fisicoquímicas y fisiológicas más deseables con respecto a los péptidos. Poseen 

semejanza con el péptido ya que al unirse al receptor son capaces de imitar o 

inhibir el efecto que ocasionaría este último.

Para el desarrollo de peptidomiméticos de naturaleza peptídica los ligandos 

endógenos generalmente sirven como estructuras líderes.

Algunas de las estrategias utilizadas para el desarrollo de peptidomiméticos son la 

modificación del enlace peptídico por grupos isosteros, o la utilización de grupos 

miméticos del grupo amida que han sido muy importante en el desarrollo de 
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inhibidores enzimáticos. Entre los grupos utilizados se encuentran: -CH2NH- (amino 

metileno), -CH=CH- (E- alquenos); y HN-CO (retroinverso).

El termino retroinversopeptido se refiere a la inversión de la secuencia de 

aminoácidos en la cadena peptídica, se invierte también la quiralidad de los 

estereocentros (Figura 8), esto favorece a la estabilidad frente a 

proteasas.retroinversopéptidos y péptidos cíclicos. De esta manera se mejora la 

estabilidad metabólica del péptido, por reducción de la velocidad de 

degradación por peptidasas y otras enzimas hidrolíticas.

Figura 8. Ejemplo de retroinversopéptido que conduce a un compuesto estable frente a 

proteasas.

El cambio de un grupo amida por -CH2NH- ha dado lugar al desarrollo de 

agonistas de receptores de somatostatina44 entre otros. La función urea y 

sulfamida también ha sido utilizada como grupo funcional no hidrolizable para 

conectar aminoácidos, por ejemplo en la obtención de inhibidores de la HIV 

proteasa 45 46-47, o de otras proteasas.48

Otros ejemplos de peptidomiméticos lo constituyen los derivados de endorfinas, 

encefalinas, substancia P, angiotensinas, endotelinas, gonadotrofinas, entre 

otros.49
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Optimización de efectos secundarios

Algunos fármacos muestran además del mecanismo principal de acción, algunos 

efectos secundarios. Muchos de los fármacos que hasta hoy se usan resultaron de 

la optimización de sus efectos secundarios.

La optimización selectiva de los efectos secundarios (SOSA) es una estrategia 

general, utilizada en la actualidad, para el descubrimiento de nuevos líderes.50 

Ejemplo de optimización de efectos secundarios son las sulfonamidas diuréticas 

que surgieron de la optimización de los efectos secundarios de antibacterianos. 

Los efectos antidiabéticos e hipoglucemiantes también se desarrollaron a partir de 

sulfonamidas líderes antibacterianas.

Compuestos antitusivos surgieron de la estructura de la morfina optimizada para 

evitar efectos narcóticos.

De una variación estructural mínima se pueden obtener diferentes mecanismos 

de acción y aplicaciones terapéuticas totalmente diferentes.

El ácido acetilsalicílico fue usado por más de un siglo como analgésico y 

antipirético hasta que su mecanismo de acción fue descubierto. Hoy se sabe que 

es un inhibidor irreversible de ciclooxigenasas, y es usado en la profilaxis de 

desordenes y enfermedades trombóticas.

Otro ejemplo reciente es el sildenafil (Viagra) utilizado actualmente para el 

tratamiento de la disfunción eréctil. En un principio esta droga se desarrollo como 

un antialérgico, antihipertensivo, y anti-angina. En un estudio de tolerancia en 

hombres se descubrió su actual aplicación clínica, habiendo sido esta un 

importante efecto secundario.51

Algunos compuestos pertenecen al grupo de las llamadas "estructuras 

privilegiadas" que son estructuras bases sobre las cuáles se plantean diferentes 

modificaciones, precursoras de fármacos con diferentes actividades (Figura 9). 

Ejemplos de estas estructuras son las benzodiacepinas que pueden ser 

tranquilizantes (agonistas de receptores del GABA), antagonistas de receptores 

del GABA y agonistas inversos, agonistas de receptores opioides, antagonistas de 

receptores de vasopresina e integrinas, moduladores de canales de potasio, 

relajantes musculares, hipnóticos y neurolépticos.

Otras estructuras bases sobre las que se pueden plantaer modificaciones 

estructurales son las hidantoínas, p-lactamas y piridinas.
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Figura 9. Ejemplos de "estructuras privilegiadas" las cuales pueden dar lugar a numerosos 

derivados por diferentes sustituciones.

• Profármacos y fármacos blandos.

El término profármaco fue introducido por primera vez en 1958 por Adrien 

Albert.52

Los profármacos son compuestos que no poseen actividad por si mismos pero se 

convierten en compuestos activos una vez en el organismo. Se puede definir a un 

profármaco como un fármaco unido a un grupo modulador lábil, que requiere ser 

transformado dentro del organismo por un proceso químico o enzimático para 

manifestar su efecto.

Esta estrategia es útil para optimizar compuestos que presentan problemas de 

toxicidad, farmacocinética, o problemas de formulación y administración.

Por ejemplo aquellos fármacos con una pobre biodisponibilidad son buenos 

candidatos para convertirlos en profármacos. También son útiles para resolver 

problemas como baja solubilidad, pobre permeabilidad de membranas, mal 

sabor, corta duración de acción, inestabilidad química.53

Un profármaco ideal debe reunir las siguientes características:

1. Ser totalmente inactivo

2. La unión del fármaco con el grupo modulador debe ser covalente

3. Su bioactivación debe ser más rápida que otras posibles reacciones 

metabólicas y que su eliminación.

4. Ni el profármaco, ni el grupo modulador deben ser tóxicos ni conducir a 

metabolites tóxicos una vez liberados. Es preferible que su bioactivación 

sea hidrolítica y no hepática.

Uno de los primeros ejemplos de profármacos son el ácido acetilsalicilico y la 

heroína, el acetil derivado de la morfina.
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La baja de solubilidad en agua de los fármacos es un factor importante que 

limita la biodisponibilidad oral parenteral y percutánea. En estos casos el uso de 

profármacos a servido de estrategia para incrementar la farmacocinética. Para 

ello se han usado grupos moduladores cargados como por ejemplo ásteres de 

fosfatos, hemisuccimidatos grupos aminoacilconjugados, y dimetilaminoacetatos 

o grupos neutros como polietilenglicol (PEG) Figura 10.

Figura 10. Ejemplo de profármacos que se prepararon para incrementar la solubilidad en' 

agua de los respectivos fármacos.54

Fármacos Blandos

Los fármacos blandos son análogos activos de un compuesto líder que se 

desactivan de manera predecible y controlada luego de haber ejercido su 

efecto terapéutico.55
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Si un fármaco genera metabolites que retengan su actividad o la supere la 

administración de uno de dichos metabolites como sustituto del fármaco original 

suprime procesos metabólicos innecesarios, por lo que se puede considerar un 

análogo blando.56

Los fármacos de acción local como por ejemplo para la piel (tópicos), ojos 

(colirios), pertenecen a la clase de fármacos blandos. Estos fármacos son activos 

a nivel local pero a nivel sistémico se inactivan. Un ejemplo lo es el antiflamatorio 

de uso tópico butil fluorocotin, éster del metabolito inactivo fluorocortolona57 

(Figura 11).

Muchos neurotransmisores tienen un comportamiento análogo al que se pretende 

con un fármaco blando. Su actividad es potente y muy corta debido a su 

extrema labilidad, y son inactivados rápidamente tras su liberación. Puede decirse 

que fármacos blandos es más un concepto que una metodología de aplicación. 

El investigador en Química Medicinal busca que los fármacos que diseña cumplan 

con este requisito, no siempre alcanzado.

Figura 11.Ejemplo de fármacos blandos antiflamatorios.

• Enantiómeros y compuestos quirales

En el pasado los compuestos quirales se desarrollaban como racemates o mezclas 

diasteroméricas.

Aproximadamente hace 20 años el farmacólogo Ariéns cuestionó a los racematos 

y los definió como compuestos con un 50% de impurezas.58

Así fue como la industria farmacéutica comenzó a tomar conciencia de que la 

imagen especular de un compuesto quiral tiene diferente actividad biológica. Por 

ejemplo algunos barbitúricos quirales son sedativos, mientras que su enantiómero 
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causa convulsiones. Algunos análogos sintéticos de la morfina son fuertes 

analgésicos mientras que su enántiómero es un antitusivo.

En el caso de ibuprofeno, el enántiómero R-(-) es convertido metabolicamente en 

el enántiómero biológicamente activo S-(+) pero no en la dirección contraria.

En la última década las compañías farmacéuticas, impulsadas por las instituciones 

que controlan los medicamentos, lograron nuevas patentes de compuestos 

quirales puros, basados en que la acción farmacológica está vinculada a la 

quiralidad de la molécula. Estos cambios son interpretados como una 

prolongación de medicamentos viejos, pues lo que se hizo fue la separación de la 

mezcla racémica.59

Ejemplos de esta estrategia son: dexfenfluramina, dexibuprofeno, dextoprofeno, 

levofloxacina, levalbuterol, levobupivacaina, esomeprazole levocetirizine, 

escitalopram.

• Metabolitos activos: rescatando malos líderes

No deben dejarse de lado compuestos que perfilaban como poderosos 

fármacos, pero estos no lograron superar ni por optimización ni por transformación 

en profármacos, su actividad ni sus efectos adversos.

Estas limitaciones pueden ser superadas si se llega a comprender el mecanismo 

bioquímico en el cuál se encuentran involucrados.El estudio de sus metabolitos 

puede ser el método que de origen a un nuevo fármaco. Ejemplos que ilustran 

esta estrategia son: dopamia, fenacetin, terfenadina, y zanamivir.

•Diseño Racional asistido por computadoras.

Química computacional

La Química computacional es una disciplina relativamente nueva, su 

advenimiento y popularidad creció paralelamente a las mejoras en el poder 

computacional durante las últimas décadas. Es una herramienta esencial en la 

química medicinal moderna y es importante tanto para el descubrimiento de un 

nuevo líder como para su desarrollo.60

A semejanza de otras disciplinas en química, la química computacional usa 

herramientas para comprender reacciones químicas y procesos.

Las herramientas computacionales (programas o algoritmos) se basan en 

información empírica. Para usar estas herramientas, uno necesita entender como 

está implementada la técnica y la naturaleza de los datos usados en el método.
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Se usa este conocimiento para determinar la herramienta más apropiada para 

una investigación específica y se definen los límites de confianza en los resultados.

•Farmacóforo.

Este método fue el aplicado para el diseño de las estructuras presentadas en la 

presente Tesis.

Cuando no se conoce la estructura tridimensional del sitio activo en el receptor el 

farmacóforo se identifica basado en la comparación de compuestos activos que 

manifiestan la misma respuesta biológica (método indirecto).

Idealmente se debe conocer la conformación activa y los grupos de unión 

receptor de los compuestos estudiados.

Pasos a seguir:

• Primero se seleccionan las estructuras que se sabe actúan por el mismo 

mecanismo de acción o igual respuesta a un test determinado.

• Se calcula por metodologías de análisis conformacional la conformación 

más estable de cada una de las estructuras.

• Se estudian las características 3D de los compuestos activos y se 

determinan las características comunes a todos empleando técnicas de 

superposición gráfica o analítica, lo que permite obtener los 

requerimientos estructurales, lipofílicos y electrónicos comunes a la serie 

estudiada, generando así patrón farmacofórico.

• Identificación de un farmacóforo 3 D

El farmacóforo representa los requerimientos estructurales, lipofílicos y electrónicos 

responsables de la unión ligando-receptor. El farmacóforo 3 D, para un 

determinado sitio activo, surge de los requisitos comunes de todos los ligandos 

que interaccionen con este sitio activo. Una vez que el farmacóforo ha sido 

identificado, las nuevas estructuras deben ser analizadas para ver si pueden 

adoptar la conformación activa requerida por el farmacóforo. Si es así (y si no 

existen impedimentos esféricos con el sitio receptor) las moléculas diseñadas en 

base a este farmacóforo, son predichas como activas, lo cuál se confirmará o 

rechazará, de acuerdo a la actividad biológica determinada.
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QSAR y QSAR 3D: CoMFA

Existen muchos ejemplos de la aplicación de métodos QSAR (Relación 

Cuantitativa Estructura Actividad) y 3D-QSAR para la obtención de nuevos 

fármacos.61

La metodología 3D-QSAR permite obtener un farmacóforo tridimensional a partir 

de descriptores moleculares en tres dimensiones.62'63-64

Existen varias metodologías para el estudio 3D-QSAR pero la más utilizada es la 

metodología CoMFA (Comparative Molecular Fields Análisis: Análisis Comparativo 

de Campos Moleculares).65 La metodología 3D-QSAR CoMFA mide la similaridad 

molecular en tres dimensiones. La filosofía de la metodología 3D-QSAR CoMFA se 

basa en que las propiedades más importantes de una molécula su tamaño y 

forma global (campos esféricos) y sus propiedades electrónicas (campos 

electrostáticos) pueden ser cuantificados. (Anexo 8) En este método QSAR se 

analizan los datos usando un método estadístico llamado PLS (Partial Least 

Square; Cuadrados Parciales Mínimos), dando como resultado final gráficos 

moleculares.

Otra alternativa es el uso de modelos QSAR combinados para el modelado de 

nuevos compuestos. Esta metodología combina varios métodos de optimización 

así como diferentes tipos de descriptores e incluye rigurosos y consistentes 

modelos de validación.66

• Evaluaciones Virtuales (Screening virtual)

En la química medicinal tradicionalmente el descubrimiento de un nuevo fármaco 

por lo general comienza a partir del conocimiento de un compuesto líder.

Se calcula que por cada 10000 nuevas moléculas sólo una tendrá la posibilidad 

de convertirse en un nuevo líder.

En la actualidad, con la aparición de la química combinatoria y barrido 

farmacológico de alta performance (HTS), esta proporción cambió de cientos de 

miles a millones de compuestos a evaluar para encontrar un nuevo fármaco. 

Muchas veces no es posible encontrar, usando HTS, un compuesto que 

interaccione con el sitio activo y entonces este receptor se llama "non -druggable 

target”.

Aún en los casos en que HTS sea positivo no siempre es posible confirmar la unión 

droga-receptor y validar su actividad biológica y la de análogos relacionados 

con el objeto de confirmar que realmente nos encontramos frente a un nuevo 

líder.67-68

156



Anexo 1

El screening virtual es una herramienta con métodos que permiten seleccionar los 

candidatos apropiados a fin de enriquecer colecciones de compuestos o librerías 

de combinatoria con candidatos promisorios.69'70*71

Como los datos de entrada de estos métodos son estructuras químicas y datos de 

propiedades de estas estructuras, el screening virtual se puede aplicar a librerías 

virtuales de cualquier tamaño. Lo más importante es el pre-tratamiento 

adecuado de las bases de datos. Se deben sacar a los duplicados, definir 

correctamente el estado de profanación usando un conjunto de reglas, y definir 

de entre todos los tautómeros cuál es el más adecuado. En los casos del uso de la 

búsqueda por similaridad, lo más importante es la superposición de las moléculas, 

la búsqueda de un farmacóforo y uso de técnicas de docking, y la definición 

correcta de las propiedades de donores y aceptores de electrones.

Se aplica la ’’regla de los cinco” de Lipinski72 para que los compuestos sean 

biodisponibles en forma oral en la identificación de compuestos "similares a".73 

Otro método de screening virtual fue el derivado de encontrar ‘hits frecuentes”, 

moléculas que resultan ser activas en diferentes bioensayos.74

Los filtros de citotoxicidad, toxicidad, mutagénesis y carcinogénesis deben ser 

empleados con extremo cuidado ya que si se usan muchos filtros estos pueden 

eliminar demasiados falsos positivos (ej: moléculas no tóxicas consideradas 

tóxicas), y segundo, la mayoría de estos filtros tienen predictividad en los 

conjuntos de prueba y pueden provocar un cambio en la predicción.

Los árboles de caracterizaciones 75son aproximaciones extremadamente rápidas 

que se usan para la comparación de moléculas, son especialmente útiles para la 

evaluación de los resultados obtenidos de un screening de la búsqueda en 

grandes librerías virtuales. Para una comparación y superposición más precisa se 

usan programas como el FlexS.76

Otro programa que genera hipótesis de farmacóforo y busca en base de datos 

3D es el CATALYST77.
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6.2 Métodos Directos: Metodologías de diseño basadas en el conocimiento del 

sitio receptor

Es la situación ideal pero no la más común. Los métodos directos se basan en el 

conocimiento de las características del receptor, es decir se conoce la estructura 

tridimensional del receptor y localiza el sitio activo.

• Estos datos se pueden obtener por ejemplo, por cocristalización del 

ligando unido a la macromolécula y posterior uso de difracción por Rayos 

X del cristal.78 Se puede estudiar así la estructura del complejo ligando- 

receptor por métodos computacionales e identificar la conformación del 

ligando.

• Existen bases de datos por ejemplo: Protein Data Bank (PDB)*  donde se 

encuentran depositadas las coordenadas 3D de 22823 proteínas (1 de 

Agosto de 2003)79, complejos ligando proteínas, ácidos nucléicos, y otras 

macromoléculas biológicas. Estas se obtienen de los datos de Rayos X del 

sitio activo del receptor y el ligando.

• No todas las proteínas se pueden cristalizar fácilmente, como ocurre con 

las proteínas de membranas. Si no se cuenta con los datos de Rayos X del 

receptor ni del sitio activo, se puede construir un modelo del receptor. 

Para ello necesitamos conocer la secuencia aminoacídica de la proteína 

en 2D y la estructura terciaria de una proteína relacionada. Con estos 

datos podemos construir un modelo del receptor mediante la técnica de 

Modelado por Homología80. Esta técnica consiste básicamente en 

comparar la secuencia de la proteína en cuestión con las secuencias de 

otras proteínas con el fin de encontrar alguna que esté estrechamente 

relacionada. Luego se construye el esqueleto peptídico de la profeína en 

estudio de manera que concuerde con el de la proteína modelo, y a 

continuación se agregan las cadenas laterales en conformación 

energéticamente favorable. Posteriormente se realiza una minimización de 

la energía y la estructura se refina mediante dinámica molecular. Así se 

relajan las tensiones generadas en los puntos de unión.

*sitio web: http://www.rcbs.org/pdb/

Una vez construido el modelo se puede evaluar experimentalmente. Por 

ejemplo el modelo podría mostrar que ciertos aminoácidos son 
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importantes en el sitio activo. Estos podrían mutarse y observar si aparece 

algún cambio en la capacidad de unión de los ligandos.

• Una vez que se tiene la estructura 3D del receptor, utilizando programas 

que buscan en bases de datos, se buscan ligandos que encastren en la 

cavidad del sitio activo por complementariedad geométrica. Esta técnica 

se denomina Docking.818283 El procedimiento de Docking consiste en 

enfrentar los grupos involucrados en la interacción droga-sitio activo.

Así se definen distancias de unión óptimas y por último se optimiza el 

ligando en el entorno del receptor.

• Otros programas generan la estructura de un ligando a partir de un 

segmento inicial que interacciona con el sitio activo. Luego agregan 

distintos fragmentos a este segmento hasta obtener al ligando completo 

dentro del sitio activo (GROW). 84'85

• Los métodos más recientes de diseño llamados “de novo’’ (LUDI)86,87,88 

buscan ligandos totalmente novedosos que interaccionen con el sitio 

activo.

7. Estrategias utilizadas en el desarrollo de Nuevos Fármacos Antiepilépticos.

Dentro del campo del desarrollo de nuevos fármacos antiepilépticos la principal 

meta en el pasado era el desarrollo de fármacos con mayor eficacia 

anticonvulsiva y con menos efectos adversos que los FAEs existentes.89

La mayoría de los FAEs de uso clínico fueron descubiertos por screening (por 

ejemplo serendipity), o por variación estructural de drogas conocidas y no por 

estrategias racionales haciendo uso de los procesos fisiopatologicos involucrados 

en las crisis convulsivas o la epilepsia.

Las únicas drogas descubiertas por diseño racional fueron 

aquellas que mimetizan al GABA, Vigabatrin y Tiagabina 

cuyo desarrollo se fundamentó en la “hipótesis GABAérgica 

de la epilepsia’’. Esta se basaba en la ¡dea de que la 

disminución de la neurotransmisión GABAérgica es crítica en 

el desarrollo de la patogénesis de varios tipos de epilepsia.

Otras estrategias basadas en el diseño racional de nuevos 

FAEs, por ejemplo las basadas en la hipótesis del glutamato no 

fueron fructíferas. Habiendo amplias evidencias de que la 

159



actividad incrementada de la neurotransmisión glutaminégica contribuía a varios 

tipos de epilepsia90, el desarrollo de drogas antagonistas del receptor N- 

metilaspartato (NMDA), un subtipo de receptor para glutamato, mostraron 

actividad imprecisa y muchos efectos adversos.

Con excepción de los bromuros y el fenobarbital todos los FAEs clásicos y de 

segunda generación fueron determinados en modelos animales de laboratorio 

frente a MES test y el PTZ test, [ver Anexos]

Por lo tanto en el desarrollo de nuevos FAEs, es de crucial importancia el modelo 

animal que se seleccione para su evaluación. Sin embargo el hecho de que los 

modelos preclínicos usados para el desarrollo e identificación de nuevos FAEs ha 

sido originalmente validado por el desarrollo de FAEs antiguos explica por que 

ninguno de los nuevos FAEs poseen ventajas significativas en eficacia y toxicidad 

comparado con los viejos.91

Una de las lecciones que se debe aprender del uso de 

estrategias racionales para el desarrollo de nuevas drogas 

antiepilépticas, es que la búsqueda de un blanco 

terapéutico cada vez más selectivo y absoluto tal vez, no 

sea deseable en una enfermedad multifactorial como lo es 

la epilepsia.92 La mayoría de los FAEs de uso clínico actúan por más de un 

mecanismo de acción. Por lo tanto una “combinación racional de mecanismos" 

en una única droga sería útil y se podría llevar a cabo utilizando por ejemplo 

combinatoria química.

El desarrollo de “blancos inversos" en los cuales los fármacos anticonvulsivos con 

mecanismos conocidos no sean efectivos, también puede ser una estrategia 

interesante para el futuro.

8. Estrategias en el desarrollo de drogas para la epilepsia farmacorresistente.

Sólo un porcentaje muy pequeño de los pacientes refractarios (5%) a los viejos 

FAEs logró controlar las crisis con los nuevos FAEs.93

Esto significa que ni las viejas ni nuevas estrategias utilizadas en el desarrollo de 

nuevos FAEs han sido útiles para el tratamiento de pacientes farmacorresistentes. 

El problema principal se basa en que el mecanismo de la refractariedad esta 

escasamente entendido94. Existen muchas posibles causas de la epilepsia 

refractaria, e involucra procesos multifactoriales.95

Estos pacientes no controlan sus episodios con ninguno de los fármacos existentes, 

aunque estos actúen por diferentes mecanismos. Dentro de los pacientes 

refractarios el 60% sufre de convulsiones parciales.96
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Se postula que debe haber mecanismos por los cuáles algunos pacientes son 

más resistentes al tratamiento que otros.

La resistencia a los fármacos no sólo se da en pacientes con epilepsia sino que 

también se observa en otras enfermedades como cáncer y artritis. Uno de los 

mecanismos en el cual se postula, que se origina la resistencia es el basado en el 

transporte de las drogas a través de la barrera hematoencefálica, que también se 

observa en pacientes con cáncer resistente al tratamiento.97 Una de las 

estrategias para el desarrollo de nuevos fármacos antiepilépticos para pacientes 

refractarios sería diseñar FAEs que no sean blancos de los mecanismos que 

expresan resistencia en el cerebro.

Algunos de los mecanismos asociados a la farmacorresistencias son el transporte 

de membranas como el de la glicoproteína-P (PGP), o la asociada a la familia de 

proteínas resistentes a múltiples drogas (MRPs), que se sabe se encuentran en 

tejidos de células cancerosas y en tejidos normales de células capilares 

endoteliales de la barrera hematoencefálica.98

Como existe una sobre expresión (genes que codifican para proteínas 

transportadoras de drogas) de estos transportadores de drogas en pacientes con 

epilepsia farmacorresistente, es de interés conocer cuales son los FAEs que actúan 

sobre PGP y MRPs.

Estrategias útiles:

• Administración sistémica o localizada de inhibidores de estos 

transportadores de drogas (PGP y MRPs)

• Diseño de nuevos FAEs que no sean sustrato de estos transportadores.

Algunos inhibidores de PGP y MRPs se probaron en pacientes con cáncer y 

podrían ser útiles en pacientes con epilepsia farmacorresistente.99
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ANEXO 2

Epilepsia: el Objetivo Terapéutico

1. Qué es la epilepsia ?

En el año 400 antes de Cristo (a.C)
,, La epilepsia, un trastorno de la
Hipocrates1 fue uno de los primeros

L actividad bioeléctrica del cerebro al
en hacer referencia sobre esta

f que en la antigüedad llegaron a
enfermedad y caracterizar a la

atribuírsele cualidades demoníacas, es 
epilepsia como un transtorno del

hoy controlable, por diversos fármacos. 
cerebro. Con mayor precisión y 

conocimiento de este fenómeno,

producto de los avances médicos y científicos, se denomina epilepsia a un 

trastorno en la función cerebral que se caracteriza por el surgimiento repetido e 

impredecible de convulsiones.2 Según la Liga Central contra la Epilepsia3 la define 

como:’’Síndrome cerebral crónico caracterizado por crisis recurrentes de 

manifestación clínica variable y etiologías diversas, que puede correlacionarse 

con hallazgos paraclínicos positivos”.

El término convulsión se refiere a un trastorno transitorio del comportamiento, 

causado por la alteración sincrónica, arítmica y desordenada de un número de 

neuronas. Sus manifestaciones pueden ser motoras, sensitivas, sensoriales, 

autonómicas, y/ o psíquicas. Se puede presentar dentro de un síndrome 

epiléptico o ser la manifestación de un desorden o secuela.

Durante una crisis epiléptica, las neuronas pueden emitir señales hasta 500 veces 

por segundo, esto es significativamente mayor a las 80 veces por segundo que 

ocurre en una neurona normal.1 Se sabe que las convulsiones se originan en la 

corteza cerebral y no en otras regiones del SNC como tálamo, tallo encefálico o 

cerebelo.2

Es importante diferenciar convulsiones epilépticas de no epilépticas. Las 

convulsiones no epilépticas son las que se inician en un encéfalo normal 

mediante un estímulo eléctrico o por el uso de convulsivos químicos. Las 

convulsiones epilépticas ocurren sin provocación manifiesta.2 Para decir que una 
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persona es epiléptica debe sufrir al menos dos crisis no provocadas con 24 horas 

de separación.

2. Un poco de Historia.

Se conocen registros antiguos de la medicina India del año 4500 a.C donde ya 

se nombraban los conceptos básicos que caracterizan a la epilepsia.4 En el British 

Museum, Londres, se encuentran libros de medicina de las antiguas culturas 

babilónicas, que datan del año 2000 a.C, donde se describen muchos de los tipos 

de episodios epilépticos reconocidos hoy. Las antiguas culturas indias y 

babilónicas hacían referencia a la sintomatología, el diagnóstico y el tratamiento 

de la epilepsia. En la búsqueda del origen de este desorden, cada civilización hizo 

interpretaciones que se relacionaron con la superstición, los poderes 

sobrenaturales y la posesión demoníaca. De hecho la creencia extendida en 

muchos países, de considerar que quien sufría una crisis epiléptica era producto 

de una fuerza o energía sobrenatural se reflejó en el nombre otorgado a este 

desorden: epilepsia deriva de la palabra griega epilambanein, que significa 

"agarrar” o "atacar”. El término seleniazetai también fue utilizado para describir a 

gente con epilepsia, ya que pensaban que la persona era afectada por el Dios 

de la luna (Selene). Los babilónicos asociaban cada tipo de crisis al nombre de un 

dios, generalmente malvado, y el tratamiento era, en gran parte, una cuestión 

espiritual. Esta visión fue la precursora del concepto de "enfermedad sagrada" 

dominante en la civilización griega (460-357 a.C.). En el año 400 a.C., Hipócrates, 

indicó que la epilepsia era un trastorno del cerebro.5 Recién en el siglo XIX, 1873, 

el neurólogo londinense Hughlings Jackson describió por primera vez estas crisis. 

Propuso que las crisis epilépticas eran el resultado de breves descargas 

electroquímicas repentinas en el cerebro, y que las características de las mismas 

dependían de la localización de estos impulsos.

Las leyes del siglo XIX, en virtud de la creencia de que este desorden se heredaba, 

establecían que se debía encarcelar a los epilépticos para prevenir su matrimonio 

o se les realizaban esterilizaciones obligatorias. Hasta 1956, la legislación 

norteamericana preveía esta última medida que también fue llevada a la 

práctica en la Alemania nazi. La prohibición del matrimonio recién se abolió, tan 

solo hace veinticuatro años, en 1982. Además, y hasta la década del '70, a estos 

pacientes se les prohibía el acceso a edificios públicos, restaurantes, teatros y 

otros lugares de recreación. A partir de 1997 cuando fueron creadas las 
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reglamentaciones actuales conocidas como: "Sacar la Epilepsia de las Sombras’’ 

se han incrementado los grupos de apoyo en diversos países. Su finalidad es 

elevar la autoestima de quienes enfrentan la epilepsia y su entorno; así como 

reeducar a la sociedad en su conjunto, a fin desestigmatizar la enfermedad y 

concebirla como cualquier problema que afecta al 2% de la población mundial.

Muchos personajes famosos de la historia de la humanidad han sufrido esta 

enfermedad entre ellos Julio César, el Zar ruso Pedro "el grande", el Papa Pio IX, el 

escritor Fiodor Dostoievski, y el pintor holandés Vincent Van Gogh entre otros.

3. Datos Estadísticos

La epilepsia es la enfermedad neurológica más frecuente en todo el mundo. 

Según datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS), afecta en promedio 

a 70 de cada 10 mil personas en el mundo, sin discriminación de edad, sexo o 

limites geográficos. La incidencia, puede variar entre los países desarrollados (50 

personas/10 mil) y en vías de desarrollo (10 personas/10 mil) debido a que en estos 

últimos hay mayor riesgo de infecciones y enfermedades que ocasionen daños 

cerebrales que puedan traer aparejado este tipo de desordenes6. Esto representa 

que al menos 50 millones de personas en el mundo tienen epilepsia.

En Europa seis millones de personas tienen epilepsia y se estima que en los 

próximos años esta cifra crecerá considerablemente. El costo terapéutico de esta 

enfermedad, en los países europeos, es superior a los 20 billones de euros anuales7. 

Estudios recientes realizados en Italia, Alemania y Estados Unidos señalan que 

entre el 15 y 20 por ciento de las personas epilépticas en edad laboral están 

desempleados, mientras que entre el 40 y el 60 por ciento son empleados por 

debajo de su capacidad.1

Más de 2.5 millones de personas en los Estados Unidos (cerca de 1 en 100) han 

experimentado una convulsión no provocada o han sido diagnosticadas con 

epilepsia.6

Según datos del Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires en esta 

provincia, se estima que 480 mil pacientes la padecen, lo que representa 130 

casos por cada 10 mil habitantes.5 Según estos números estaríamos por encima de 

los valores mundialmente establecidos por la OMS.
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4. A quiénes afecta y cuando se manifiesta?

Aunque puede manifestarse en cualquier momento de la vida, sin discriminación 

de edad, sexo o límites geográficos, la niñez-adolescencia y la tercera edad, son 

las dos etapas donde se presenta con mayor frecuencia.

5. Clasificación de las Convulsiones

Las crisis epilépticas o convulsiones se clasifican según la localización del sitio del 

cerebro afectado. Así las convulsiones epilépticas se han clasificado en dos 

grupos: convulsiones parciales o focales y convulsiones generalizadas (Comisión, 

1981).8

Las convulsiones parciales o focales (Figura 1) se inician por una descarga 

eléctrica en un punto focal del sitio cortical, las generalizadas abarcan ambos 

hemisferios.

5.1 Convulsiones parciales

Las convulsiones parciales a su vez se clasifican en;

1. Parciales Simples: no involucra perdida de la conciencia mientras que en 

a convulsión parcial compleja conlleva a un daño transitorio en la 

conciencia.

2. Parciales Complejas: la persona afectada presenta manifestaciones 

"extrañas" que no recuerda. Muy frecuentemente es parte de los estados 

postictales (posterior a la crisis) prolongados.

3. Parcial con Generalización secundaria: se presenta como una 

manifestación tónico-clónico generalizada precedida de cualquiera de 

los fenómenos anteriores y conserva siempre su inicio parcial o focal. 

Pueden ser inespecíficas como el Síndrome de West o de Espasmos 

infantiles Síndrome de Lennox- Gastaut o específicas por afecciones 

genéticas metabólicas (lesión).

Las manifestaciones clínicas incluyen fenómenos relacionados con su 

localización:

• Crisis Frontales: componente motor, desviación ocular, cuadro de 

"comportamiento bizarro" y presentación nocturna en caso de ser bifrontal. Se
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confunden con las primarias por su rápida generalización.

• Crisis Temporales: se pueden dividir en dos grandes grupos: el de los

fenómenos gnósicos en localizaciones hipocampales y/ o amigdalares con 

propagación límbica y el de las perceptivas de características auditivas, que 

algunas veces se confunden con ausencias.

• Crisis Occipitales: tienen un componente visual, se deben diferenciar de un 

cuadro migrañoso.

Figura 1. Las convulsiones focales, que afectan aproximadamente al 60 % de 

las personas con epilepsia, ocurren en una sola área del cerebro y son, a 

menudo, descritas según el lugar del cerebro donde se originan, por ejemplo 

la epilepsia del lóbulo temporal o la epilepsia del lóbulo occipital. Los 

síntomas varían según el área afectada del cerebro.

5.2 Convulsiones Generalizadas

Las crisis generalizadas pueden causar pérdida del conocimiento, caídas o 

espasmos musculares masivos. Se conocen seis tipos principales;

1. Crisis de ausencia (petit mal): Breves lapsos de perdida del conocimiento, 

3 y 30 segundos. Comienzan y terminan abruptamente, y pueden ocurrir 

cientos de veces al día. Hay una interrupción brusca de los movimientos o 

una conducta automatizada (mirada fija, leve parpadeo, se frota la nariz, 

mastica o traga) y rápidamente recupera la conciencia.

2. Crisis mioclónicas: Son contracciones musculares breves de 1 segundo.

3. Convulsiones Clónicas: Con sacudidas en ambos lados del cuerpo.
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4. Convulsiones Tónicas: Duración corta de contracción tónica severa de los 

músculos: espalda, brazos, y piernas. No siempre se pierde la conciencia y 

se mantiene la postura.

5. Crisis tonico-clónicas (grand Mal): Perdida de la conciencia y caída. 

Mientras el paciente cae se pone tieso por contracción tónica 

generalizada de ios músculos de los miembros. Esta tase dura menos de 1 

minuto, la respiración se detiene y puede observarse cianosis. Luego de la 

tase tónica siguen los movimientos clónicos con períodos alternados de 

contracción y relajación de los músculos de las extremidades, menos de 1 

minuto. El paciente puede ocasionalmente morderse la lengua y se 

observa espuma en la boca. Puede haber incontinencia urinaria. Sigue un 

período de inconciencia más relajado de 1 minuto. Después de esa fase 

el paciente esta confuso, adormecido, e incapaz de relacionarse con el 

medio por varios minutos. El paciente no recuerda lo sucedido.

6. Convulsiones atónicas: Hay una pedida abrupta del tono muscular. 

Comienza en la niñez y termina en la adultez. Generalmente se encuentra 

asociada a retardo mental.

Las manifestaciones corporales que se observan dependen de la parte de la 

corteza que se afecta en el episodio epiléptico. Por ejemplo la crisis convulsiva 

que afecta la corteza motora se vincula a las sacudidas clónicas de la parte del 

cuerpo controlada por esta región. En el Cuadro 1 se muestra la clasificación de 

los tipos de epilepsia sugerida por la Commission on Classification and 

Terminology of the International League Against Epilepsy, 1989.9
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Tipo de Convulsión Características Anticonvulsivos
Clásicos

Anticonvulsivos 

de nuevo 
generación

CONVULSIONES 

PARCIALES:
Parciales Simples

Aspecto clave: no se 
pierde el conocimiento.
Duración: 20 a 60 seg.

Carbamazepina, 
Fenilhidantoína, 

Valproato.

Topiramato 

Tiagabina 

Levetiracetam 
Lamotrigina 
Zonizamida 

Gabapentina.
Parciales Complejas Perdido del conocimiento. 

Movimientos proposititos 
como chasquear los labios o 

agitar las manos.
Duración:30 seg. a 2 min.

Car bamazepi na, 
Fenilhidantoína, 

Valproato.

Topiramato 

Tiagabina 

Levetiracetam 
Lamotrigina 
Zonizamida 

Gabapentina.
Parciales con 
convulsiones 

tonicoclónicas 
generalizadas de 

manera consecutiva.

Pérdida del conocimiento y 

contracciones sostenidas 
(tónicas) 

seguido de contracciones 

musculares alternadas con 
períodos de relajación 
(clónicas). Duración: 1- 

2minutos.

Car bamazepi na, 
Fenilhidantoína, 

Fenobarbital, 
Primidona, Valproato.

Topiramato 
Tiagabina 

Levetiracetam 
Lamotrigina 
Zonizamida 

Gabapentina.

CONVULSIONES 
GENERALIZADAS: 
Crisis de ausencia

Pérdida del conocimiento 

repentina.
Mirada fija e interrupción 

de la actividad que se 
estaba realizando. 

Duración: menos de 30 seg.

Etosuximida, 
Valproato.

Lamotrigina

Convulsión 
mioclónica

Contracción muscular breve 
Tipo choque eléctrico. Puede 

ser en parte de una 
extremidad o generalizada. 

Duración: 1 seg.

Valproato
Lamotrigina, 
Topiramato

Convulsión 
tonicoclónica

Igual que en el caso de las 
convulsiones tonicoclónicas 
generalizadas de manera 
consecutiva, salvo que no 

van seguidas por una 
convulsión parcial.

Car bamazepi na, 
Fenilhidantoína, 

Fenobarbital, 
Primidona, Valproato

Lamotrigina, 
Topiramato

Cuadro 1. Clasificación de las convulsiones epiléoticas.9
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6. Tipos de epilepsia.

A parte de la clasificación de las convulsiones epilépticas, hay otra clasificación 

que especifica los diferentes tipos de epilepsias. Estos son grupos de síntomas con 

diferentes tipos de convulsión, que se clasifican por edad de inicio, causa, sexo y 

otros factores que contribuyen a describir el episodio.

Se han identificado más de 10010 tipos de convulsiones y síndromes epilépticos en 

humanos.

Las epilepsias también se clasifican en epilepsias parciales y generalizadas.

Las epilépsias parciales abarcan cualquiera de los tipos de convulsiones que se 

muestran en la Cuadro 1, y constituyen el 60 % de todas las formas de epilepsia. El 

origen puede ser alguna lesión en la corteza, como tumor, traumatismo, etc.

La epilepsia generalizada suele tener un origen genético y puede presentarse en 

una o dos de las formas que se muestran en el Cuadro 1. Uno de los tipos más 

común de epilepsia generalizada es la mioclónica juvenil (abarca un 10% de 

todos los síndromes epilépticos). Otros ejemplos de crisis epilépticas son:

• epilepsia del lobulo temporal, es el más común entre los pacientes que 

tienen epilepcias parciales o focales y están asociadas al aura;

• epilepsia neocortical ;el síndrome de Lennox-Gastaut o crisis de caída, se 

inicia en la infancia;

• encefalitis de Rasmussen.

• Parcial somato-sensorial o progresión Jackoviana: Variedad de síntomas 

sensomotores en el hemisferio izquierdo, aunque se presenta en el 

hemisferio derecho. En la sensorial especial (lóbulo occipital) se tienen 

sensasiones o alucinaciones visuales. Los ataques aparecen 

repentinamente de !4 minuto aproximadamente.

Entre los síndromes epilépticos benignos se incluyen:

• encefalopatía infantil benigna ;

• epilepsia neonatal benigno, entre otros muchos.

La clasificación por tipos de epilepsia ha sido de utilidad para valorar el 

cuadro clínico del tratamiento, lo que orienta a la elección de los 

medicamentos a utilizar en el tratamiento.
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7. Causas de los episodios epilépticos.

La epilepsia es un trastorno que puede tener múltiples causas (Figura 2), o 

incluso ser el síntoma clínico de otro problema. Todo aquello que modifique la 

actividad neuronal normal, puede ocasionar epilepsia. Entre las causas 

responsables de los episodios podemos nombrar:

> entermedades como : meningitis, alcoholismo;

> desarrollo anormal del cerebro;

> una anomalía en las conexiones interneuronales del cerebro,

> un desbalance en las señales nerviosas de los neurotransmisores,

> combinación de estos factores.

> lesiones cerebrales,

> traumatismos,

> malformaciones congénitas,

> anomalías metabólicas,

> tumores,

> componentes genéticos

Algunas personas con epilepsia tienen niveles anormalmente altos de 

neurotransmisores excitadores que aumentan la actividad neuronal, mientras que 

otras tienen niveles anormalmente bajos de neurotransmisores inhibidores que 

disminuyen la actividad neuronal en el cerebro.

En muchos casos, las descargas eléctricas excesivas y repentinas (crisis) de las 

células cerebrales, no tienen una causa identificable (más del 50% de los casos). A 

este tipo de epilepsia se la conoce como epilepsia criptogénica.

La epilepsia idiopática tendría un componente genético en su origen.2

7.1 Otras causas de convulsiones no epilépticas.

Factores como la falta de sueño, crisis febriles, el consumo de alcohol, el estrés y los 

cambios hormonales asociados con el ciclo menstrual pueden provocar 

convulsiones. Estos desencadenantes de las crisis no causan epilepsia, pero 

pueden provocar una crisis por primera vez o causar crisis significativas en personas 

que, de otra forma, controlan bien las crisis con sus medicamentos. El fumar 

tabaco también puede desencadenar una crisis epiléptica. La nicotina presente 
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en los cigarrillos actúa sobre los receptores 

del neurotransmisor excitador, acetilcolina, en 

el cerebro, lo cual aumenta la frecuencia de 

los impulsos neuronales.6 También pueden ser 

causadas por intoxicaciones por plomo, 

monóxido de carbono, u otros tóxicos como 

estupetacientes, sobredosis de antidepresivos 

y otros medicamentos.

□ idiopática

ES Vascu lar

□ Congénita

□ Trauma

■ Tumores

□ Degenerativas

i ninfecciones

Figura 2 Causas de la epilepsia. 

Proporción de incidencia de casos (1935- 

1984) por etiología de la epilepsia (todas 

las edades). Tomada de: Hawser W.A., 

Amnegers, J.F. and Kusland L.T., Epilepsia, 

1993. 34: 453-468.

8. El Sistema Nervioso Central

Para conocer los sitios y mecanismos de acción de fármacos que afectan al SNC 

es necesario conocer la biología celular y molecular del encéfalo. Aunque lo que 

se sabe de la anatomía, fisiología y química del SNC no es del todo completo, 

investigaciones interdisciplinarias han permitido avances notables.

Se sabe que las convulsiones se originan en la corteza cerebral y no en otras 

regiones del SNC como tálamo, tallo encefálico o cerebelo.2

La corteza cerebral abarca los dos hemisferios cerebrales y constituyen la división 

de mayor tamaño del encéfalo. Las regiones de la corteza se clasifican de 

diversas maneras:

1. por la modalidad de información que procesan (por ej: sensitiva, motora 

de asociación)

2. según la posición anatómica (frontal, occipital, temporal, parietal)

3. según las relaciones geométricas entre los tipos de células distribuidas 

conforme a las clasificaciones citoestructurales de las capas corticales 

principales.

Grupos de columnas de 100 neuronas, conectadas en sentido vertical, constituyen 

un módulo elemental de procesamiento. Estos interconectan sistemas anidados, 
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donde las relaciones sensitivas se modifican con rapidez conforme se procesa la 

información. Esto puede regular funciones corticales superiores como pensamiento 

abstracto, memoria, y conciencia. La corteza cerebral también integra funciones 

somáticas y autónomas.

Otra cuestión importante para la llegada de un fármaco al SNC desde el punto 

de vista anatómico es la Barrera Hematoencefálica. Esta es una frontera 

importante entre la periferia y el SNC que impide la difusión pasiva de sustancias 

de la sangre a distintas regiones de este sistema.2

8.1 Estructuras celulares Involucradas en la epilepsia.

Se postula que una función sinóptica defectuosa podría originar convulsiones. Es 

decir la reducción de la actividad sinóptica inhibitoria y el fomento de la 

actividad sinóptica excitatoria desencadenan una crisis convulsiva.

La membrana celular que rodea cada neurona juega un papel importante en la 

epilepsia. Las membranas celulares son vitales para que una neurona pueda 

generar los impulsos eléctricos. Por esta razón se están estudiando los detalles de 

la estructura de las membranas, la forma en que las moléculas entran y salen de 

las membranas y cómo la célula nutre y repara las membranas. La perturbación 

de cualquiera de estos procesos puede causar epilepsia. Estudios realizados en 

animales han mostrado que debido a que el cerebro se adapta continuamente a 

cambios en los estímulos, un pequeño cambio en la actividad neuronal, si es 

repetitivo, puede finalmente causar epilepsia, tal vez también podría ocurrir en 

humanos. Este fenómeno se llama activación propagada (kindling en inglés). 

También puede ocasionarse por cambios en las células no neuronales del 

cerebro, llamadas glías. Estas células regulan las concentraciones de sustancias 

químicas en el cerebro que pueden afectar las actividades de señalización entre 

las neuronas.

9. Diagnóstico de la epilepsia

Existen varias pruebas diferentes para determinar si una persona tiene epilepsia y 

si la tiene saber que tipo de epilepsia es. En ciertos casos, las personas pueden 

tener síntomas que son muy parecidos a una crisis pero que, en realidad, son 

eventos no epilépticos causados por otros trastornos.
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9.1-Mon itoreo con encefalograma (EEG)

El desarrollo del electroencefalógrafo 

humano, en la década de 1920, y su 

aplicación en el decenio siguiente, 

contribuyeron a ampliar el 

conocimiento sobre la epilepsia.2 Un 

EEG, registra las ondas cerebrales que 

son detectadas por los electrodos 

colocados en el cuero cabelludo. Esta 

es la prueba diagnóstica más común 

antes del episodio durante el episodio

Figura 3. Electroencefalograma

utilizada para la epilepsia y puede detectar anormalidades en la actividad 

neuronal del cerebro. Las personas con epilepsia tienen frecuentemente cambios 

en los patrones normales de sus ondas cerebrales, aunque no estén 

experimentando una convulsión (Figura 3). A pesar de que este tipo de prueba 

puede ser muy útil para diagnosticar la epilepsia, muchas veces se necesitan 

pruebas diagnósticas adicionales. Algunas personas todavía siguen mostrando 

ondas cerebrales normales aún después de haber tenido una crisis epiléptica. En 

otros casos, las ondas cerebrales anormales se generan a un nivel profundo en el 

cerebro donde el encefalograma no las puede detectar. Muchas personas que 

no tienen epilepsia también muestran cierta actividad cerebral inusual en el EEG.

Idealmente, se debe hacer el encefalograma tanto cuando el paciente está 

durmiendo como cuando está despierto, debido a que la actividad cerebral 

durante el sueño es muy diferente a la actividad registrada en otras ocasiones. A 

menudo, el monitoreo por video se utiliza en conjunto con el encefalograma para 

determinar la naturaleza de las crisis del paciente.

9.2 Estudios adicionales

Otros estudios adicionales que se pueden realizar en ciertos casos, para descartar 

otros trastornos que pueden parecerse a la epilepsia, como la arritmia cardiaca o 

la narcolepsia son:

• TC (tomografía computadorizada),

• TEP (tomografía por emisión de positrones)

• RM (resonancia magnética),
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Entre las técnicas adicionales más modernas se destacan:

• SPECT (tomograíía computadorizada por emisión de fotón único),

• MEG ( magneto encefalograma),

• ERM (espectroscopia por resonancia magnética).

La TC y la RM revelan la estructura del cerebro, lo cual 

puede ser útil para identificar tumores cerebrales, 

quistes y otras anormalidades estructurales. La TEP y 

una adaptación de la RM, llamada RM funcional 

(resonancia magnética funcional), pueden ser 

utilizadas para vigilar la actividad cerebral y detectar 

anormalidades en su funcionamiento. La SPECT 

(tomografía computadorizada por emisión de fotón 

único) es un tipo relativamente nuevo de estudio de 

imagen cerebral que se utiliza a veces para ubicar el 

lugar de origen de la convulsión en el cerebro. En 

ciertos casos, los médicos pueden utilizar un tipo 

experimental de estudio de imagen cerebral llamado 

magneto encefalograma, o MEG. El MEG detecta las 

señales magnéticas emitidas por las neuronas, lo cual 

le permite a los médicos vigilar la actividad cerebral 

en diferentes puntos del cerebro a lo largo del tiempo,

Figura 4. rnagen de la 
corteza cerebral realizada 
por RMN se observa la 
zona de la corteza cortcal 
lesionada en donde se 
inician los episodios 
eDÜéb ticos.

revelando, de esta forma, las diferentes funciones cerebrales. A pesar de que 

el MEG es similar en concepto al EEG, no necesita electrodos y puede 

detectar señales que se originan más profundamente en el cerebro, a donde 

el EEG no puede llegar. Los médicos también están experimentando con un 

estudio de imagen cerebral llamado espectroscopia por resonancia 

magnética (ERM) que puede detectar anormalidades en los procesos 

bioquímicos del cerebro y con la espectroscopia casi infrarroja, se puede 

detectar niveles de oxígeno en el tejido cerebral.
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9.3-Pruebas de sangre

Las muestras de sangre son comunes a menudo, cuando se están tratando niños. 

Estas sirven para detectar:

• trastornos metabólicos

• trastornos genéticos

Estos trastornos pueden estar asociados a las convulsiones. Adicionalmente las 

pruebas de sangre pueden ser utilizadas para buscar problemas subyacentes, 

como infecciones, intoxicación por plomo, anemia y diabetes que pueden estar 

causando o desencadenando las convulsiones.

9.4-Pruebas de comportamiento, neurológicas y del desarrollo.

Los médicos utilizan, con frecuencia, pruebas diseñadas para medir las 

habilidades motoras, el comportamiento y la capacidad intelectual, como una 

forma de determinar la manera en qué la epilepsia está afectando a la persona. 

Estas pruebas también dan indicaciones sobre el tipo de epilepsia que tiene la 

persona.

10. Tratamientos.

El tratamiento va a depender del tipo de crisis epiléptica. Existen muchas formas 

diferentes de tratar la epilepsia.

Los medicamentos son el tratamiento que da mejor resultado. Los medicamentos 

actuales pueden controlar las crisis en aproximadamente el 70% de las personas 

con epilepsia. Sin embargo, otro 30%, tiene crisis resistentes a los medicamentos y 

sienten que los tratamientos disponibles no les ofrecen un alivio adecuado. Estas 

estadísticas dejan en claro que se necesita urgentemente contar con mejores 

tratamientos. Los tratamientos disponibles se enumeran a continuación:

1. Medicamentos

2. Cirugía

3. Dispositivos especiales

4. Dieta cetogénica
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10.1- Medicamentos

Es el tratamiento más usado, si bien es sintomático, ya que no existen 

medicamentos para curar la enfermedad, éstos sólo evitan las convulsiones. No se 

ha encontrado aún un antiepileptógeno eficaz.

En los pacientes con epilepsia que inician un tratamiento farmacológico, del 65% 

al 75% logran controlar sus crisis epilépticas con escasos efectos secundarios. En el 

restante 25% a 35%, la medicación suele producir una mejoría de las crisis pero 

éstas persisten (farmacorresistencia) o aparecen efectos secundarios que obligan 

a disminuir la dosis del medicamento. En alguno de estos pacientes está indicada 

la cirugía u otras técnicas de tratamiento.

Si bien la enfermedad no tiene cura en algunas personas la enfermedad 

finalmente desaparece. Las probabilidades de quedar libre de crisis epilépticas no 

son tan buenas para los adultos o para los niños con síndromes epilépticos graves, 

pero, no obstante, es posible que las crisis epilépticas puedan disminuir o hasta 

detenerse con el tiempo. El tratamiento puede presentar dificultades relacionadas 

con el cumplimiento de la toma de la medicación, ya que la misma debe 

respetar continuidad por tiempos prolongados.

Los agentes anticonvulsivos abarcan una gran variedad de compuestos, todos 

capaces de evitar o disminuir las descargas neuronales anormales en el SNC que 

producen los episodios convulsivos, siguiendo uno o varios de los mecanismos 

posibles:

• previenen la propagación de la convulsión;

• son depresores de la corteza motora cerebral;

• aumentan el umbral de la convulsión;

• o modifican los niveles de neurotransmisores.

10.1.1 Efectos adversos de los fármacos anticonvulsivos.

El tratamiento crónico con los agentes anticonvulsivos, conlleva a efectos 

adversos que van desde naúseas a teratogenicidad. Entre ellos podemos 

destacar:

• manifestaciones gastrointestinales (náusea, vómito y anorexia);

• efectos sobre el sistema nervioso central (SNC): somnolencia, letargo, 

euforia, mareos, cefalalgia, hipo, pérdida del conocimiento, de las 

palabras, problemas cognitivos.
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• predisposición a sufrir depresión o psicosis;

• cansancio extremo, tambalearse al caminar u otros problemas del 

movimiento y hablar arrastrando las palabras

• urticarias o lesiones cutáneas, fotofobia, leucopenia;

• alteraciones y malformaciones en el feto (si el embarazo se produce 

mientras la paciente está bajo tratamiento).

Muchos de los efectos tóxicos están relacionados con el tratamiento 

prolongado.

• trastornos hepáticos11 y renales.1Z13

10.1.2 Monoterapias.

Las monoterapias se refieren a la manipulación de un único mecanismo 

farmacológico, no a una sola droga. 14 En la mayoría de los casos las crisis 

epilépticas se pueden controlar con un solo medicamento administrado a una 

dosis óptima. La combinación de medicamentos generalmente amplifica efectos 

secundarios como la fatiga y la disminución del apetito, razón por la cual los 

médicos recetan una monoterapia, siempre que esto sea posible. Si esta falla, a 

veces se receta combinaciones de medicamentos para controlar eficazmente las 

crisis del paciente.

10.1.3 Polüerapías

Las politerapias enfocan el tratamiento de las crisis epilépticas abordando más de 

un mecanismo de acción, con el uso de varias drogas con mecanismos de 

acción únicos, politerapia racional o el uso de una único fármaco que involucra 

varios mecanismos de acción como el ácido valproico.

10.1.4 Suspensión de la medicación

En el caso en donde los pacientes han pasado más de dos años sin convulsión 

pueden suspender la medicación. Las crisis que se originan con la suspensión de 

los medicamentos pueden ser muy graves y pueden causar estado de mal 

epiléptico. Además, existe cierta evidencia de que las crisis incontrolables 

desencadenan cambios en las neuronas, lo que hace más difícil tratar las crisis en 

el futuro. Las probabilidades de suspender la medicación exitosamente no son tan 
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buenas para las personas con antecedentes familiares de epilepsia, aquellas que 

necesitan tomar múltiples medicamentos, aquellas con crisis focales y aquellas 

que siguen teniendo resultados de EEG anormales mientras están tomando los 

medicamentos.

10.2-Cirugía

1. El tratamiento quirúrgico es una opción para las epilepsias de difícil control.

2. Sólo un pequeño grupo de pacientes epilépticos pueden beneficiarse de este 

tipo de tratamiento.

3. La elección de estos pacientes debe hacerse en unidades especializadas en 

epilepsia, bajo el control de profesionales altamente capacitados.

Para realizar una cirugía se debe tener en cuanta la región del cerebro que está 

involucrada y qué tan importante es esa región para el comportamiento diario. 

Durante una conferencia de consenso sobre la cirugía de epilepsia, organizada 

por los Institutos Nacionales de la Salud en 1990, se concluyó que hay tres grandes 

categorías de epilepsia que pueden ser tratadas exitosamente con la cirugía. 

Estas incluyen:

• las crisis focales

• las crisis que se inician como focales pero que luego se propagan al resto 

del cerebro;

• la epilepsia multifocal unilateral con hemiplejía infantil (como es el caso 

de la encefalitis de Rasmussen).

Generalmente, la cirugía se recomienda solamente después de que los pacientes 

han probado dos o tres medicamentos diferentes sin que estos hayan tenido 

efecto, o si hay una lesión cerebral identificable (un área dañada o disfuncional) 

que se cree es la causante de las crisis. En los casos en donde las convulsiones son 

causadas por tumores cerebrales, hidrocefalia, pueden ser tratadas con cirugía. 

En muchos casos, una vez que la condición subyacente ha sido tratada con éxito, 

las crisis de la persona también desaparecerán. A pesar de que la cirugía puede 

reducir significativamente o hasta detener las crisis en ciertas personas, es 

importante recordar que cualquier clase de cirugía conlleva cierto riesgo. La 
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cirugía de epilepsia no siempre es eficaz para reducir las crisis y puede causar 

cambios cognitivos o en la personalidad, aún en personas que son excelentes 

candidatos para la cirugía. La Administración de Drogas y Alimentos de los 

Estados Unidos (FDA) en Abril de 2006 aprobó el uso de un sofware iPIan Flow. Este 

sofware se usa en neurocirugía y permite al cirujano saber donde y cuanta 

medicación necesita ser administrada para alcanzar células específicas en el 

cerebro. Es crucial para el éxito del cirujano que la droga que se administre llegue 

al sitio de acción, y el sofware ayuda a verificar esto.15 La computadora usa 

imágenes de resonancia magnética para entregar un mapa tridimensional del 

cerebro del paciente.

10.3-Dispositivos especiales

Dentro de los dispositivos se pueden nombrar:

• estimulador del nervio vago;

• estimulación magnética transcraneal (EMT).

A futuro:

• crear dispositivos que se puedan implantar para administrar 

medicamentos

El estimulador del nervio vago fue aprobado en 1997 por la FDA para su uso en 

personas con crisis que no son bien controladas por los medicamentos. El 

estimulador del nervio vago es un dispositivo que funciona con pilas y que se 

implanta quirúrgicamente bajo la piel del pecho, muy parecido a un 

marcapasos, y se conecta con el nervio vago en la parte baja del cuello. Este 

dispositivo envía descargas de energía eléctrica al cerebro por la vía del 

nervio vago. Esta estimulación reduce las convulsiones entre cerca del 20 al 40 

por ciento en promedio. Generalmente, los pacientes no pueden dejar de 

tomar los medicamentos antiepilépticos por el hecho de tener el estimulador, 

pero experimentan a menudo menos crisis y pueden estar en capacidad de 

reducir las dosis de sus medicamentos. Los efectos secundarios del estimulador 

del nervio vago son generalmente leves, pero pueden incluir ronquera, dolor 

de oído, dolor de garganta o náuseas. Las pilas del estimulador del nervio 

vago deben ser reemplazadas aproximadamente una vez cada 5 años; esto 
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requiere una cirugía menor que generalmente puede ser realizada en forma 

ambulatoria.

Varios dispositivos nuevos para el tratamiento contra la epilepsia pueden estar 

disponibles en el futuro. Se está estudiando si la estimulación magnética 

transcraneal (EMT), un procedimiento que utiliza un poderoso campo 

magnético (imán) en la parte externa de la cabeza para influenciar la 

actividad cerebral, puede reducir las crisis.

También existe la posibilidad de crear dispositivos que se puedan implantar 

para administrar medicamentos en partes específicas del cerebro.

10.4-Dieta cetogénica

Los estudios han mostrado que, en algunos casos, los niños pueden experimentar 

menos convulsiones si siguen una estricta dieta:

• rica en grasas

• baja en carbohidratos.

Esta inusual dieta, llamada dieta cetogénica, hace que el cuerpo metabolize 

grasas en vez de carbohidratos para sobrevivir. Esta condición es llamada cetosis. 

Un estudio realizado en 150 niños, cuyas convulsiones no eran bien controladas 

por los medicamentos, encontró que cerca de un cuarto de los niños tuvo una 

disminución de las crisis de un 90 por ciento o más siguiendo una dieta 

cetogénica, y la otra mitad del grupo tuvo una disminución de las crisis de un 50 

por ciento o más. Además, algunos niños pueden suspender la dieta cetogénica 

después de varios años y seguir libres de crisis. La dieta cetogénica no es fácil de 

mantener porque requiere el seguimiento estricto de una dieta que incluye una 

gama inusual y limitada de alimentos.

Los posibles efectos secundarios incluyen:

• retardo del crecimiento debido a la carencia nutritiva

• acumulación de ácido úrico en la sangre, lo que puede causar cálculos 

renales.

185 I \.Barrios



Las personas que utilizan la dieta cetogénica deben buscar la orientación de 

un nutricionista para asegurar que ésta no conduzca a una carencia nutritiva 

grave. No se sabe con seguridad la manera en que la dieta cetogénica inhibe 

las convulsiones. Un estudio mostró que un residuo de la cetosis llamado beta- 

hidroxibutirato (BHB) inhibe las convulsiones en animales. Si el BHB también 

funciona en los seres humanos, se podría finalmente elaborar medicamentos 

que imiten los efectos inhibidores de las convulsiones provocados por la dieta 

cetogénica.

11. Nuevas perspectivas sobre la epilepsia

A pesar de los avances científicos y tecnológicos aún no se tienen respuesta 

sobre:

• cómo y porqué surgen las crisis epilépticas,

• cuál es la mejor forma de tratarías o prevenirlas

• cómo influencian otras actividades cerebrales y el desarrollo del cerebro.

Se continúa investigando para:

• Obtener nuevos medicamentos

• Encontrar otros tratamientos para la epilepsia.

El Programa de Análisis Exploratorio de Anticonvulsivantes del NINDS 

(Anticonvulsant Screening Program o ASP) estudia nuevas terapias o tratamientos 

alternativos.1

Además de la realización de pruebas para encontrar terapias más eficaces y 

seguras, el Programa se encuentra diseñando y validando nuevos modelos que 

algún día pueden descubrir terapias que intervienen en la enfermedad misma, así 

como modelos para la epilepsia resistente o refractaría.

11.1. Enfoques de nuevas investigaciones.

• La forma en que los neurotransmisores excitadores e inhibidores 

interactúan con las células cerebrales para controlar las emisiones 

nerviosas.

• Mecanismos de la epilepsia para facilitar el desarrollo de nuevos 

medicamentos contra la epilepsia.16
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• Cómo la glía y otras células no neuronales del cerebro intervienen en las 

crisis epilépticas

• Identificación de los genes involucrados en este desorden neuronal.

• Dispositivo que puede predecir la aparición de las convulsiones y 

administre automáticamente un medicamento

• Nuevas tecnologías para identificar problemas sutiles en el cerebro.

En un estudio clínico preliminar, se han empezado a trasplantar neuronas fetales 

de cerdo, que producen GABA (ácido gamma-aminobutírico), a los cerebros de 

pacientes, para establecer si los trasplantes celulares pueden servir para controlar 

las crisis. Las investigaciones preliminares indican que los trasplantes de células 

madre pueden ser beneficiosos para tratar la epilepsia. La investigación que 

muestra que el cerebro sufre cambios sutiles antes del inicio de una convulsión ha 

llevado a la creación de un prototipo de dispositivo con capacidad de predecir la 

aparición de las convulsiones hasta 3 minutos antes de que ocurran. Si este 

dispositivo funciona, podría reducir enormemente el riesgo de lesiones pues les 

permitiría a las personas ir a un área segura antes de que se inicien las 

convulsiones. Este tipo de dispositivo también puede conectarse a una bomba de 

tratamiento u otro dispositivo que administre automáticamente un medicamento 

antiepiléptico o envíe un impulso eléctrico para prevenir las crisis.1
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Anexo 3

ANEXO 3

Mecanismo de las Convulsiones

1. Introducción

Durante los episodios epilépticos que se producen, tanto en humanos, como los 

producidos en animales de laboratorio, se observa en los electroencetalogramas 

(EEGs) rápidos cambios de voltaje (Anexo2L por otra parte los registros extracelulares 

muestran una constante despolarización causada por un potencial excitatorio 

postsináptico. Los mecanismos bioquímicos exactos por los que se producen 

dichas descargas y el origen de los ataques epilépticos aún no se conocen con 

exactitud.1 Existen muchos tipos de ataques y numerosos mecanismos por los 

cuales el cerebro genera dichos ataques. Las dos manitestaciones principalmente 

son:

❖ Hiperexcitabilidad de las neuronas

❖ Hipersincronía del circuito neuronal

Numerosos mecanismos alteran el balance entre excitación e inhibición y 

predisponen a una región del cerebro, local o difusa a una hiperexcitabilidad e 

hipersicronía.

• Los cambios eléctricos se asocian a la apertura de canales iónicos 

presentes en la membrana neuronal. En los ataques de descargas 

hipersincrónicas, las concentraciones de Ca++ extracelulares caen y las 

concentraciones de K+ extracelulares se incrementan.2

• Por otra parte las descargas neuronales excesivas pueden liberar grandes 

cantidades de neurotransmisores excitatorios en la sinopsis, lo que 

produce una estimulación excesiva.

La compresión de los mecanismos de la epileptogénesis en términos celulares y 

moleculares proporcionaría un marco para la creación de nuevos métodos 

terapéuticos. Disponer de modelos para ensayar las drogas en animales brinda 

una oportunidad para estudiar los mecanismos de base.
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2. Fisiopatología.

Hasta el momento se conocen dos tipos principales de epilepsia GENERALIZADAS y 

PARCIALES o FOCALES:

• Las epilepsias generalizadas o genéticas en donde no hay daño cerebral y 

los cambios corresponden a procesos moleculares a nivel de los canales 

de Ca++, CF, aminoácidos y/o GABA.

• Las epilepsias parciales o focales corresponden a las secuelas de un daño 

cerebral que se convierte en un "marcapaso" donde se originan las crisis y 

el canal comprometido es el de Na+.

3. Mecanismos involucrados en el control de la epilepsia

Entre los mecanismos de acción3 involucrados en el control de los episodios 

epilépticos los más conocidos son:

1 - Modulación de Canales iónicos; Na+, Ca++, K+.

2- Inhibición Gabaérgica

3- Disminución de la excitación neuronal mediada por 

Glutamato

4- Unión a la proteína de la Vesícula sinóptica SV2A.

Muchos de los fármacos anticonvulsivos en uso clínico no están directamente 

relacionados con un sitio de unión específico en el cerebro, la identificación de 

estos compuestos se condujo mediante el uso de ensayos in vivo usando animales 

enteros.

3.1 Modulación de los Canales Iónicos.

Los canales iónicos voltaje dependientes se distinguen de los canales de iones ,de 

compuerta de ligando en que posibilitan los cambios rápidos en la permeabilidad 

de los iones. Estos cambios rápidos son la base de la propagación rápida de las 

señales a lo largo de axones y dendritas, y el acoplamiento de excitación y 

secreción que descarga neurotransmisores de los sitios presinápticos.4

Los receptores que controlan los canales iónicos de compuerta de ligando están 

formados por cinco glicoproteínas las cuáles atraviesan las membranas celulares. 

El hecho de que el receptor sea parte de la estructura del canal iónico significa 

que el anclaje o binding de un mensajero químico a éste conlleve a una 
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respuesta rápida la cuál es crucial en la velocidad y eficiencia de la transmisión 

nerviosa.

Cuando un ligando se une al receptor, el receptor cambia su forma y produce 

un efecto en el complejo de la proteína que causa la apertura del canal iónico, 

este efecto se llama gating.

Los canales iónicos pueden seleccionar diferentes iones. Existen canales iónicos 

catiónicos para los iones Na+, Ca++, K+. Cuando estos canales se abren, son 

generalmente excitatorios produciendo una despolarización de la célula.

Algunos de los receptores involucrados en el control de los canales iónicos 

catiónicos son los receptores nicotínicos, receptores para el glutamato, 5HT3 y ATP. 

También existen canales iónicos aniónicos, para el ión cloruro (Cl ). Estos canales 

iónicos son controlados por los receptores GABAa y glicina. Estos canales cuando 

se abren generalmente tienen un efecto inhibitorio.

La selectividad del canal a diferentes iones depende del aminoácido que recubre 

al canal. Una mutación de un aminoácido en esta área es suficiente para cambiar 

la selectividad de un canal iónico catiónico a uno aniónico.

Hay al menos tres familias de receptores involucradas en el control de los canales 

iónicos. Ellas se clasifican de acuerdo al número de los dominios transmembrana 

que contienen (4-TM, 3-TM, 2-TM).

La similitud estructural entre los canales de Na+, Ca++, y K+ hace que la 

selectividad para esos canales sea un serio problema. Muchos fármacos 

bloqueantes de canales de Na+ también bloquean canales de Ca++ y viceversa.

3.1.1. Canales de Sodio

Los canales de sodio son el blanco de los compuestos diseñados, sintetizados y 

evaluados farmacológicamente del presente trabajo. Es por eso que se describe 

en detalle lo que se conoce hasta el momento sobre este canal.

La cascada de acciones celulares responsables de la prevención de convulsiones 

por bloqueo de canales de sodio es probablemente compleja, muchas hipótesis 

fueron elaboradas. Los factores involucrados deben incluir la interrupción de 

rápidos trenes de potenciales de acción, reducción a la conductancia de sodio, o 

reducción de la carga de Na+ citosólico durante la despolarización.5

3.1.2 Descripción del canal de Sodio: Su estructura

Se sabe que el canal de sodio es un complejo heteromérico constituido de una 

subunidad-a, y dos subunidades-01 y 02 auxiliares, cuyo papel parece ser

i. A.Eqíño^ 193



modulador.6 Al menos 11 formas distintas de la subunidad-a para el canal de 

sodio y sus isoformas asociadas7'8 se encontraron en cerebro y tejido periférico de 

mamíferos. En el cerebro se han encontrado cuatro subunidad- a (I, II, HA, NaChó). 

La subunidad-a es operativa fisiológica y farmacológicamente por sí sola.9 No se 

conocen hasta el momento fármacos que interaccionen directamente con la 

subunidad-p.

La subunidad- a contiene cuatro dominios (DI a DIV) que forman el poro de sodio. 

Cada dominio esta formado por seis segmentos (S1-S6) transmembrana, siendo S4 

sensible al voltaje. Los segmentos 5 y 6 de cada dominio forman el poro del canal 

(Figura 1).

Figura 1. Esquema de la subunidad-a del canal de sodio y del poro que forma la 
subunidad. El segmento S4, (verde claro) es el sensible al voltaje, el sitio de unión de los 
anticonvulsivantes y anestésicos locales es el segmento S6 del Dominio DIV (en azul), el 
loop de inactivación esta entre el dominio Dili y DIV (en azul). Los círculos rojos en la 
conexión de los segmentos S5 y S6 representan el sitio d unión de (TTX ) tetrodotoxina. 
Figura tomada de Journal of Medicinal Chemistry, 2001, Vol. 44, No. 2, 117.

La selectividad del canal se debe al asa hidrofóbica SS1-SS2 o región P, que es la 

que contiene el filtro selectivo para iones. Forma parte de la entrada extra celular 

del canal. Está presente en los cuatro dominios10 (Figura 2).

La selectividad a los iones catiónicos se debe a las cargas negativas de los 

carboxilos del glutámico, y los residuos de lisina y alanina hacen que sean 

permeables a los iones sodio (más pequeño) y no al ión calcio (más grande).11

La inactivación rápida (milisegundos) del canal esta relacionada con el asa o loop 

que une los dominios III y IV.12 Muy poco se sabe de los requerimientos 

estructurales y mecaníisticos de la inactivación lenta (segundos)13 aunque estudios 
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de mutación sobre Dll S414 y DIVS4'5 sugieren que estos segmentos juegan un papel 

importante en la inactivación lenta.

Figura 2. Esquema de la subunidad-a del canal de sodio, vista desde 
arriba (extacelular). Se observa el sitio de unión o binding de TTX 
(tetrodotoxina), el filtro selectivo para iones sodio y el segmento IV, 
censor del voltaie.

Los anestésicos locales así como los anticonvulsivantes se unen en un sitio del 

segmento S6 del Dominio D IV, del lado intracelular de la membrana según lo 

indicado en experimentos de mutagénesis. 16<17

Sin embargo, a pesar de que se sabe bastante acerca del canal de sodio voltaje 

dependiente, aún no es posible construir un modelo tridimensional del sitio activo 

donde actúan los fármacos anticonvulsivos.

Hasta el momento no se logró obtener la estructura cristalina del canal. Se esta 

intentando aislar el canal de sodio a partir de la bacteria 6. Halodurans para 

cristalizar las proteínas que lo integran.'8, 19

MacKinnon y colaboradores construyeron la imagen por resolución atómica del 

canal de potasio llamado KcsA obtenido de la bacteria Streptomyces lividams. 

Usando técnicas de cristalografía por Rayos X consiguieron obtener la región del 

poro de dicho canal.20 Esta información se utilizó para construir un modelo de la 

región del poro del canal de sodio2' y así poder predecir el sitio de unión de 

anticonvulsivantes y anestésicos locales en el Dominio DIV del segmento S6.
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3.1.3 Modulación del canal

La función de compuerta del canal de sodio se puede regular por fosforilación de 

proteínas. La fosforilación de la compuerta de inactivación entre los dominios 

homólogos III y IV por la cinasa de proteína C vuelve lenta la inactivación. La 

fosforilación de los sitios en el asa intracelular entre los dominios homologos I y II 

por cinasa de proteína C o cinasa de proteína P dependiente de AMP cíclico 

reduce la activación del canal de sodio.22

3.1.4 Biología Molecular de los canales de sodio

Los canales de sodio son una clase heterogénea de complejos proteicos 

constituida por una subunidad-a funcional y dos subunidades-0 auxiliares, 

moduladoras del canal.

Se identificó en más de un 90% la secuencia aminoacídica a partir del 

conocimiento de los genes de canales de sodio de cerebro siendo estos: SCN1 A, 

SCN2A, y SCN3A. Se observó que estos tres genes pueden variar o mutar.23 

Mutaciones en el gen SCN1A son responsables de convulsiones febriles simples24, 

epilepsia generalizada con convulsiones febriles plus (GES+)25, y epilepsia 

refractarias con convulsiones tónico-clónicas en niños26.

3.1.5. Mecanismo de acción fisiológico

Los canales de Na*  juegan un papel 

importante en la red neuronal, 

transmitiendo impulsos eléctricos 

rápidos a través de células vecinas, y 

de este modo coordinan procesos 

mucho más complejos como la 

locomoción y los procesos 

cognitivos.27 Estos canales son 

grandes proteínas que atraviesan las 

membranas celulares, capaces de 

cambiar a diferentes estados,

En las células neuronales, el potencial 

de acción comienza con un flujo de 

iones Na+ hacia el interior de la célula 

a través de los canales de sodio, 

resultando en una despolarización, 

mientras que la recuperación implica 

la salida de un flujo de iones K*  a través 

de los canales de K*.  Ambos flujos 

ocurren por difusión pasiva.

permitiendo una permeabilidad selectiva a los iones sodio. Para este proceso, se 

necesita un potencial de acción que despolariza la membrana, de ahí el nombre 

de canales voltaje-dependientes.
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En los años 1950s Hodgkin y Huxley28 revelaron el mecanismo de acción y fundón 

de los canales de sodio. Desde entonces y con el desarrollo de las técnicas patch- 

clamb, las cuáles son capaces de reconocer canales individuales, y el clonado del 

primer canal voltaje dependiente logrado por Noda29, se amplió el conocimiento 

de los canales de sodio su estructura y funcionamiento.

Los canales de sodio Na+ son capaces de adoptar tres estados conformacionales: 

abierto, de reposo o refractario, e inactivado.30 (Figura 3). Cada estado permite 

una determinada permeabilidad al Na+.31 El canal de sodio experimenta cambios 

conformacionales durante la activación y desactivación.

Al sobrevenir la despolarización, cada uno de los cuatros dominios homólogos 

experimenta un cambio de conformación secuencial con un estado activado. El 

canal de sodio puede abrirse una vez que se han activado los cuatro dominios. La 

permeabilidad al Na+ aumenta y este entra en la célula. Luego sigue un retorno al 

estado normal, se cierra la compuerta de inactivaciónentre los dominios III y IV 

sobre la boca intracelular del canal y la ocluye.32

Figura 3. Relación entre los estados Activado, Cerrado y de Reposo del canal de sodio.

3.1.6. Mecanismo de los fármacos antiepilépticos bloqueantes de canales de 

sodio.

Si se observa un análisis electrofisiológico de neuronas individuales durante una 

crisis convulsiva parcial, las neuronas presentan una despolarización y potenciales 

de acción a frecuencias altas33
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Este modelo es típico de las convulsiones y no es normal en la actividad neuronal 

fisiológica. Por lo tanto, la inhibición selectiva de este modelo de activación 

podría reducir las convulsiones.

La inhibición a alta frecuencia se 

considera mediada por la disminución 

de la capacidad de los canales de Na+ 

para recuperarse de dicha activación 

originada por la despolarización de los 

canales de sodio en la membrana.

Esto es, se requiere la abertura iniciada

Los fármacos que actúan por bloquee 

del canal de sodio provocan que el 

canal permanezca en la forma 

inactivada durante más tiempo y con 

una despolarización menor a la normal.

por la despolarización de los canales de sodio en la membrana axoniana de la 

neurona para que se genere un potencial de acción.

Luego de la abertura los canales se cierran de manera espontánea, proceso que 

se llama inactivación. Esta claro que este canal se puede desactivar a través de 

dos caminos, uno rápido (milisegundos) y uno lento (segundos o minutos). El pasaje 

de activado a desactivado se debe a un delicado balance.

Se piensa que esta inactivación daría origen al período refractario, lapso breve 

que sigue a un potencial de acción, durante el cuál es imposible desencadenar 

otro potencial. Al recuperarse de la inactivación los canales quedan preparados 

para participar en otro potencial de acción. Como la activación a una velocidad 

baja da un tiempo suficiente para que los canales se recuperen de la inactivación, 

ésta tiene poco o ningún efecto en la estimulación de baja frecuencia de las 

células normales. Sin embargo, la disminución en la velocidad de recuperación de 

los canales de Na+, limitaría la capacidad de una neurona para activar a 

frecuencias altas, efecto que tal vez fuera la base de la actividad contra las 

convulsiones parciales de los fármacos carbamazepina, lamotrigina, 

fenilhidantoína, topiramato, oxacarbamacepina, ácido valproico y zonisamida. 34 

(Figura 4).

Otros fármacos que están en etapa de desarrollo, y que actúan por este 

mecanismo son: losigamone, 534U87, SL90.0571, y rufinamida.35 Existe evidencia de 

que muchos medicamentos anticonvulsivos interactúan con canales de sodio 

voltaje dependiente.30'3738 La droga antiepiléptica fenitoína (PHEN) (1), la 

neurotoxina tetrodotoxina (2), y sanitoxina (3) fueron las primeras drogas que se 

estudiaron como bloqueantes de canales de sodio neuronales en desordenes 

relacionados con el SNC.

Desde entonces, los canales de sodio voltaje dependiente comenzaron a ser un 

blanco selectivo y/o en combinación con otros procesos celulares, para el 

tratamiento de la epilepsia y varios tipos de neuropatías. 39'4041
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Se postula que el sitio de acción de fármacos antiepilépticos se encuentra en el 

lado intracelular del canal42, (Figura 1) y al inactivarse se produce una inhibición 

alostérica del sitio 2 de neurotoxinas.43 El sitio 2 neurotoxinas se encuentra en los 

segmentos 6 de los dominios I y IV y las neurotoxinas que se unen en él provocan 

una prolongada activación del canal.

3.1.7 Estudio funcional: Binding a canales de sodio.

En el estudio funcional de los canales de sodio 

voltaje dependiente se ha usado como 

herramienta una gran variedad de toxinas para 

modularlo. Así se han identificado al menos 

ocho sitios de unión distintos par neurotoxinas. 

Generalmente estos canales se dividen de 

acuerdo a su sensibilidad a tetrodotoxina (TTX). 

Un solo residuo aminoacídico es crítico para la 

resistencia a TTX.

Figura 4. Bloqueo el canal de sodio provocado por drogas antlconvulslvas.
Algunos anticonvulsivos (los nombres se indican en negritas) prolongan la Inactivación de los 
canales de Na+ reduciendo la capacidad de las neuronas para efectuar activación a 
frecuencias altas. El mismo canal parece conservarse abierto pero queda bloqueado por la 
compuerta de inactivación (I), A, compuerta de activación.
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El sitio de unión de Batracotoxina (BTX) 4, alcaloide aislado del veneno de una 

especie de rana, se superpone con el sitio de unión de drogas anticonvulsivas, 

anestésicos locales, y antiarrítmicos generando interacciones alostéricas.44'45 BTX 

estabiliza el canal de sodio manteniéndolo en su forma abierta. En esto último se 

basa el ensayo in vitro de binding al sito 2 de BTX, al que se someten las 

potenciales drogas anticonvulsivas. El sitio 2 de BTX (prototipo de este grupo), se 

encuentra en los segmentos S6 de los dominios DI y DIV donde se unen además de 

BTX, aconitina y veratridina, provocando una prolongada activación.46

3.1.8 Canales de Ca++.

Mecanismo de acción fisiológico

Los canales de Ca++ cumplen un papel muy importante en la función neuronal.47 

Se clasifican en cuatro tipos principales: T, N, L y P; encontrándose todos en 

neuronas. Las descargas de potenciales de acción de las neuronas talámicas son 

mediadas por la activación de canales de Ca ++ tipo T regulados por voltaje48. 

Estos canales están controlados por receptores tipo 3-TM. El canal esta constituido 

por cinco subunidades proteicas, y en este caso cada subunidad proteica tiene 

tres segmentos transmenbrana los cuales se denominan TM1, TM2, TM3. Los canales 

de calcio están controlados en el SNC por el L-Glutamato, y son importantes en 

numerosos procesos incluyendo el aprendizaje y la memoria.

3.1.9 Mecanismo de los fármacos antiepilépticos.

La mayoría de los fármacos útiles en las crisis de ausencia (etosuximida, 

trimetadiona, ácido valproico), se piensa que actúan inhibiendo la corriente T 49 

(Figura 5). Reducen el flujo de Ca++ a través de los canales de Ca++ tipo T, con lo 

que se reduce la corriente de marcapasos subyacente al ritmo talámico en 

espigas y ondas que se registra en las crisis de ausencia generalizada.
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A diferencia de las crisis parciales, originadas en regiones circunscriptas en la 

corteza cerebral, las de inicio generalizado como las crisis de ausencia se inician 

por activación recíproca del tálamo y de dicha corteza50.

Por lo tanto, el bloqueo de los canales iónicos voltaje dependientes es un 

mecanismo de acción frecuente de anticonvulsivos usados en las convulsiones 

parciales que bloquean los canales de Na+, y los usados en las crisis de ausencia 

que bloquean los canales de Ca++ dependientes.

Figura 5. Reducción de la comente por los canales de Ca++ del tipo T inducida por 
anticonvulsivos. En el canal de la izquierda se observa el ensamble de multisubunidades 
para los canales de Ca++. Los canales de Ca++ requieren diversas proteínas auxiliares 
pequeñas (a2, p, y, 5). Las subunidades a2y 5 están unidas por un enlace disulfúrico.

3.1.10. Canales de K+.

El K+ está asociado al control de la excitabilidad neuronal51. La activación de los 

canales K+ se cree hiperpolariza las neuronas y por lo tanto las inhibe. Se han 

desarrollado drogas antiepilépticas para estos canales pero aún ninguna ha 

logrado atravesar la barrera hemato-encefálica BHE.52

Retigabina (D-23129) es el único FAE que muestra una potente y selectiva acción 

en la corriente M de apertura de canales de Potasio con efecto en KCNQ2/3 y 

KCNQ3/5 produciendo estabilización de la membrana. La estabilización de la 
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hiperexitabilidad neuronal también estaría mediada por una corriente

GABAérgica.53

3.1.11. Estructura del canal de K+

En 1998, MacKinnon y colaboradores obtuvieron en detalle la primera estructura 

del canal de Potasio llamado KcsA, por cristalización y posterior cristalogratía de 

Rayos X del canal asilado de una bacteria. El canal de K+ esta constituido por 

cuatro subunidades proteicas idénticas54 (Figura 6).Este canal es muy selectivo a 

iones K+ y no permite el paso de iones Na+ a pesar de que los iones Na+ tienen la 

misma carga y son ligeramente menores.55 

La familia de canales de K+ posee mayor 

diversidad molecular que el de Na+ . Una 

forma estructural de los canales de K+ 

regulados por voltaje consiste en 

subunidades compuestas por un solo 

dominio putativo de seis amplitudes 

transmembrana. En cambio la estructura 

rectificadora “hacia adentro” del canal de 

K+ retiene la configuración general del 

Figura 6. Vista del canal de 
potasio KcsA aislado de 
Streptomyces lividans. Se ven las 
cuatro idénticas en diferentes 
colores. En el centro del canal se 
muestra en verde un ión de 
potasio. MacKinnon et. al.

correspondiente a los segmentos 

transmembrana 5 y 6, con la región del 

poro interpuesta. Estas dos categorías 

estructurales de los canales de K+ pueden 

formar hetero-oligómeros.56

3.2- Inhibición sinóptica mediada por GABA.

Uno de los neurotransmisores más estudiados que juega un papel importante en 

la epilepsia es el GABA, o ácido gamma amínobutírico, el cual es un 

neurotransmisor inhibidor.57 Las investigaciones sobre el GABA han conducido a la 

producción de medicamentos que alteran las cantidades presentes de este 

neurotransmisor en el cerebro o que cambian la forma en que el cerebro 

responde a éste.

La información obtenida acerca de los mecanismos de las convulsiones sugiere 

que el incremento de la inhibición sinóptica mediada por GABA reduciría la 

excitabilidad neuronal y aumentaría el umbral convulsivo.58
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Se supone que diversos fármacos bloquean las convulsiones al regular la inhibición 

sinóptica mediada por GABA a través de su actividad en lugares distintos de la 

sinopsis.59

El GABAa es el principal receptor postsináptico del GABA liberado en la sinopsis 

(Figura 9). El receptor GABAa posee afinidad a ligandos dependiente del ión 

cloruro, tiene una estructura pentamérica formada por una familia de al menos 

16 subunidades (a 1-6, pi-3, yl-3, 5, e, n, q>) pero que generalmente abarca las 

subunidades a, p y y en una relación estequiométrica 2:2:1. La activación de este 

receptor, inhibe a las células postsinápticas al incrementar el flujo de iones CF al 

interior de la célula, lo que produce una hiperpolarización de la neurona.

3.2.1.Mecanismo de acción de fármacos antepilépticos GABAérgicos.

❖ El sitio de unión de las benzodiazepinas (BZ) es 

un sitio alostérico localizado entre las subunidades 
y Y~2 60'61,62

Las benzodiazepinas, ejemplificadas con el 

diazepan (4) interaccionan con el receptor 

GABAa, ocupando las subunidades p y y2 en

Diacepam, 4.
conjunto con las subunidades al, a2, a3, o a5 

(pero no las subunidades a4 o a6), siendo estos los

cuatro subtipos que reconocen la actividad

agonistas de BZ, modulando positivamente la acción del GABA.63

Ese mecanismo tal vez sea la base del mecanismo de acción de compuestos

como BZ y barbitúricos, que a dosis clínicamente importantes pueden 

intensificar la inhibición mediada por el receptor GABAa, y así ser eficaces en 

convulsiones parciales y tónico-clónicas en humanos (Figura 7). A 

concentraciones más bajas estos fármacos pueden inhibir el estado epiléptico 

sostenido, y la activación de alta frecuencia de los potenciales de acción.

❖ El GABA es degradado por una enzima transaminasa de GABA. Algunos 

fármacos como y-vinil GABA (Vigabatrina), inhiben irreversiblemente a esta 

enzima, esto incrementa las concentraciones de GABA disponible para las 

descarga sinóptica, y de ésta manera parece ejercer su acción 

anticonvulsiva.
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Figura 7. Transmisión sinóptica incrementada de GABA mediada por reducción del 

metabolismo del GABA (Vigabatrina), o inhibición del transportador de GABA, GAT-1 por 

ejemplo por Tiagabina. Ssa: Semialdheído Succínico; DSSA: Deshidrogenasa Succínica de 

Semialdheído.

❖ El tercer mecanismo posible para la intensificación de la inhibición sinóptica 

mediada por GABA es el que ocurre por inhibición del transportador de 

GABA, GAT-1 lo que reduce la captación neuronal y glial de GABA. Este 

parece ser el mecanismo de acción antiepiléptico propuesto para 

Tiagabina ^(Figura 8).
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Figura 8. En presencia de GABA, el receptor GABAa, (izquierda), se abre (derecha) 

permitiendo la entrada de Cl-, que a su vez incrementa la polarización de la membrana. 

Algunos antiepilépticos (Barbitúricos y Benzodiacepinas), actúan a nivel de este receptor e 

incrementan la entrada de Cl- lo que produce hiperpolarización de la membrana.

❖ La Gabapentina, estructuralmente relacionada al GABA, a nivel 

presináptico, promueve la descarga de GABA; en la actualidad se 

investiga su objetivo molecular, se sabe que no interactúa con los 

receptores GABAa, no se convierte en GABA, o en un agonista de GABA, y 

no es un inhibidor de GABA o su degradación. Estudios in vitro con 

Gapentina marcada, mostraron que en ratas se une a áreas del cerebro 

de la neocorteza, el hipocampo y espina dorsal. Se ha identificado su 

unión como auxiliar en una subunidad del canal de Ca++ voltaje 

dependiente pero aún no se conoce el mecanismo de acción como 

anticonvulsivante.65

3.3- Disminución de la excitación mediada por glutamato.

Los estudios farmacológicos pusieron en claro que la microinyección de agonista 

en diferentes subtipos de receptores de glutamato (NMDA, AMPA, o ácido 

caínico), desencadenan convulsiones en animales de laboratorio.
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Los aminoácidos glutamato y aspartato son los principales neurotransmisores 

excitatorios del SNC de mamííeros. Los antagonistas de glutamato bloquean las 

convulsiones en varios modelos, entre ellas las evocadas por electrochoque y por 

convulsivos químicos como pentilentetrazol (PTZ).66

Existe cada vez más evidencia que una anormalidad en la neurotransmisión 

mediada por glutamato puede causar cuadros epilépticos. 67-68'69- 70,71

Los receptores de aminoácidos excitatorios contienen al menos tres subtipos 

ionotrópicos que son N-metil-D-aspartato (NMDA), kainato, ácido a-amino-3 

hidroxi-5-metilisoxazolepropiónoco (AMPA) y uno metabotrópico, éste último se 

puede clasificar en ocho subtipos diferentes72. Los receptores ionotrópicos son los 

más ampliamente estudiados73, mientras que los de tipo metabotrópico están 

asociados a la proteína G y su activación desencadena una respuesta 

metabólica.

La observación de que antagonistas del receptor NMDA, tanto competitivos 

como no competitivos, tenían actividad anticonvulsiva en varios modelos 

animales de epilepsia, impulsó a que se avanzara la investigación en esta línea.74 

El receptor NMDA consta de un sitio de unión para el glutamato y un sitio para el 

co-agonista glicina, ambos sitios deben estar ocupados para que se produzca la 

apertura del canal. Esta apertura permite el pasaje de Ca++, y Na+ al interior de la 

célula y la salida de K+- 75 Drogas clásicas como ácido valproico, fenitoína, y 

carbamacepina bloquean en cierta mediada el receptor NMDA.76'77

Sin embargo todos los fármacos desarrollados como antagonistas selectivos de 

NMDA, no han dado tan buenos resultados como los esperados debido a su 

toxicidad, resultaron ser psicotomiméticos, o producen confusión, desorientación y 

agitación en los pacientes.78

Otras estrategias alternativas consisten en usar drogas que actúan en el sitio de 

unión de la glicina del receptor NMDA, antagonista de los receptores ionotrópicos 

AMPA y kainato, ligandos del receptor matabotrópico, y fármacos que inhiban la 
liberación de glutamato. 79,80,01,82,83,84.

3.4-Proteína  de la vesícula sinóptica SV2A

Keppra, (Levetiracetam, 6), un derivado de pirrolidina, es un anticonvulsivo de 

segunda generación aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) en 

1999, y ha sido registrado en 46 países para el tratamiento de convulsiones 

parciales en adultos.85

Este muestra un perfil farmacológico nuevo, inhibe crisis convulsivas parciales y 

tonico-clónicas con generalización consecutiva en el modelo de activación 
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para la epilepsia.86

Levetiracetam (LEV), 6
(s)~ a-etil-2-oxo-pirrolidinacetamida.

inducida en ensayos de encendido de amígdalas. Es inactivo frente al ensayo 

biológico de electrochoque (MES) y el inducido químicamente por pentilentetrazol 

(PTZ). Se desconoce el mecanismo por el cuál el levetiracetam ejerce su acción 

anticonvulsiva. Se sabe que no tienen efectos directos en ninguno de los tres 

mecanismos involucrados en la acción anticonvulsivante (canales de Na+ voltaje 

dependiente, transmisión sinóptica mediada por GABA o glutamato, o activación 

de las corrientes de Ca+2 voltaje dependientes).

Estudios recientes revelaron que el sitio de unión de 90 kDa, de Levetiracetam y 

otras lactamas relacionadas, podría representar un nuevo blanco terapéutico

Este nuevo sitio de unión es la 

pro teína de la vesícula sinóptica, 

SV2 A.Las proteínas SV2 son una serie 

de glicoproteínas de membrana 

presentes en las vesículas sinópticas 

e implicadas en la exocitosis de 

estas.87-88 Tres ¡soformas de la 

proteína SV2 se han identificado con 

una única distribución en el cerebro, 

ellas son: SV2A, SV2B y SV2C.89- 90,91,92 ¡_a proteína SV2A es la más ampliamente 

distribuida, esta presente en el SNC y en las células endocrinas. ’3,94

Sin embargo, como no se conoce la forma en que funciona la proteína SV2A, se 

desconoce con exactitud el o los mecanismo/s de acción de LEV. Recientemente 

el grupo de UCB S.A (Braine l'Alleud, Belgium)95 intentó solubilizar e inmunopurificar 

a la proteína SV2A, a partir de membrana de cerebro de rata, con el objeto de 

estudiar su estructura, interacciones proteína-proteína, etc.95 La solubilización e 

inmunoprecipitación de SV2A del cerebro de rata, con LEV unido a su sitio de 

unión en forma intacta, es el primer paso, para introducirse en el conocimiento de 

la estructura y función de SV2A y su interacción con las proteínas de la vesícula 

sinóptica.

Por otro lado, en un trabajo actual, LEV mostró inhibir la descarga de calcio, 

sensibles a IP3 (inositol trifosfato), almacenado en las células PC 12.96

4. Drogas con Múltiples Mecanismos

Algunos fármacos antiepilépticos como Topiramato, Felbamato y el ácido 

valproico ente otros, actúan por varios mecanismos anticonvulsivos. Estas drogas 

son bloqueantes de canales de sodio voltaje dependiente pero también tienen
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acción en la respuesta de glutamato y GABA. Los múltiples mecanismos que estos 

compuestos presentan pueden tavorecer en parte, a la gran eficacia que 

muestran en modelos animales y en estudios clínicos. Sin embargo los múltiples 

mecanismos de acción pueden contribuir a ocasionar diferentes tipos de efectos 

adversos importantes como problemas cognitivos, como topiramato, o insomnio o 

desorientación como ocurre con felbamato.97
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Anexo 4

ANEXO 4

Fármacos útiles en el Tratamiento de la Epilepsia

1. Introducción

El anticonvulsivo ideal debería suprimir todas las convulsiones, sin generar etectos 

adversos de ningún tipo (Tabla 1). Los medicamentos actuales logran el control de 

la actividad anticonvulsiva en algunos pacientes. Por otro lado causan etectos 

adversos que van desde trastornos mínimos en el sistema nervioso central hasta 

muerte producida por anemia aplásica o insuficiencia hepática.

Tabla 1. Propiedades deseables en un fármaco antiepiléptico.

Propiedades deseables

Eficacia
❖ Selectividad para el tipo de crisis
❖ Efecto aditivo o sinérgico con otros 

FAE
❖ Eficacia mantenida.
❖ Nuevos mecanismos de acción

Efectos adversos
❖ Mayor índice terapéutico
❖ Ausencia de efectos adversos 

importantes o crónicos
❖ Los efectos agudos, si los poseen, 

deben ser leves o transitorios
❖ Ausencia de potencial teratógeno

Farmacéuticas
❖ Múltiples dosificaciones
❖ Múltiples vías de administración

Farmacocinéticas
❖ Perfil simple
❖ No unión a proteínas
❖ Que no se metabolice
❖ Que no induzca enzimas hepáticas
❖ Que no inhiba el metabolismo de otros 

fármacos
❖ Que no tengan interacciones con 

otros FAEs u otros fármacos
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2. FAEs en uso clínico

2.1 Antecedentes

Hasta hace un poco más de una década se contaba con un número limitado de 

fármacos antiepilépticos (FAEs) en el mercado, Tabla 2. Las primeras drogas 

usadas para el tratamiento de la epilepsia, FAEs de primera generación, fueron 

los bromuros en 18571, estos fueron la única terapia útil durante 60 años. En 1912 se 

comercializó el fenobarbifal2 en Estados Unidos. El verdadero descubrimiento de 

importancia capital fue realizado en 1938, cuando Merrit y Putnam crearon la 

prueba para ensayar agentes químicos con eficacia anticonvulsiva. Fue así como

surgió el uso del electrochoque (MES test) en animales de 

experimentación. Apareció así la fenilhidantoína 

(Fenitoína)3. Otra prueba importante en animales de 

laboratorio fue con el agente químico pentilentetrazol. Lo 

importante es que estas pruebas de investigación aún se 

siguen usando. Las estructuras químicas de la mayor parte

Figura 1. Estructura general 
de FAEs entre 1912-1960.
R1.R2, y R3 representan 
distintas cadenas laterales.
X= NH (hidantoínas);
X= -CONH- (barbitúricos),
X= O (oxazolidinodionas);
X= CH2- (succinimidas),
X= NH2 en acetilureas.

de los anticonvulsivos que surgieron antes de 1965 

estaban estrechamente relacionadas con el 

fenobarbifal; entre ellas están las fenilhidantoínas 

(fenitoína), oxazolidindionas, y succimidas 

(etosuximida) (Figura 1).

Los compuestos que aparecieron después de 1965 

(Figura 2) tienen diversas estructuras químicas. Se

evaluaron simultáneamente carbamazepina4 y en Francia el ácido valproico5, así 

como la primidona y trimetadiona (parametadiona).Entre los años 1961 y 1973 

sólo surgió el Diacepam comercializado en 1968 como droga auxiliar para el 

tratamiento de la epilepsia. No fue hasta 1974 que se introdujo la Carbamazepina 

en el mercado, el clonacepan en 1974 y el ácido valproico (Depakote) recién en 

1978, 18 años después de su síntesis.

A partir de 1993 nueve nuevos fármacos antiepilépticos (anticonvulsivos) $e 

introdujeron en el mercado en Estados Unidos parar el tratamiento 

sintomatológico de las epilepsias parciales (Tabla 2).Estos compuestos poseen 

diversas estructuras químicas (Figura 3). En la mayoría de los casos la actividad 

antiepiléptica fue definida utilizando modelos agudos de convulsiones iAnexo 5> m 

como el ensayo de electroshock (MES test), la inducción química con 

pentilentetrazol (PTZ test) y el encendido o kindling.
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Figura 2. Estructuras de FAEs que surgieron antes de los años '90.

Desafortunadamente, la experiencia clínica hasta el momento, sugiere que 

ninguno de estos modelos, aunque muy utilizados, han sido capaces de identificar 

terapias validas para pacientes refractarios.

3. Actualización en el tratamiento Farmacológico de la Epilepsia

3.1 Fármacos de segunda Generación

A partir de los años 90 surgieron una serie de nuevos FAEs. Estos nuevos agentes 

anticonvulsivos son llamados de segunda generación.
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Figura 3. Fármacos antiepilépticos de segunda generación de uso clínico en Estados Unidos 
(USA).

En la Tabla 2 se enumeran en orden de aparición en el mercado en Estados 

Unidos6.

Vigabatrin esta en uso en el Reino Unido desde 19907 pero no ha sido aprobado 

su uso en Estados Unidos. En la Figura 3 se muestran las estructuras de los FAEs de 

segunda generación en uso clínico en USA.

Comparando la eficacia de estos nuevos fármacos con los más antiguos o 

clásicos los primeros resultan ser ¡guales que estos últimos. Un número 

significativamente grande de los pacientes con epilepsia, 25-40%, continúa 

siendo refractario al tratamiento farmacológico. Sólo un porcentaje muy pequeño 

de los pacientes refractarios (5%) a los viejos FAEs logró controlar las crisis con los 

nuevos FAEs.8

En relación a los efectos adversos, los nuevos FAEs parecen ser mejores, ya que 

presentan menos efectos adversos.
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Tabla 2. Anticonvulsivos por año de disponibilidad en USA. Entre paréntesis nombre 
comercial; tomado de: http://neuroland.com/sz/anticon/. ♦ No se comercializa en USA.

Anticonvulsivos ordenados por año de disponibilidad en USA

Antes de 1993

Fenobarbital 
Fenitoína (Dilantin) 

Primidona (Mysoline) 
Carbamazepina (Tegretol)

Clonacepan
Valproato (Depakote)

1993- 1998

Felbamato (Felbatol) 
Gabapentina (Neurontin) 

Lamotrigina (Lamictal) 
Topiramato (Topamax) 

Tiagabina (Gabitril) 
Dlacepam rectal (Diastat)

Después de 1999

Vigabatrin*  
Oxcarbazepina (Trileptal) 
Zonisamida (Zonegran) 
Levetiracetam (Keppra)

Por ejemplo estos no poseen efectos de osteoporosis por lo que resultan ser 

mejores para el tratamiento de la epilepsia en ancianos. Por otro lado su 

farmacocinética también es mejor.9Una reducción de toxicidad o interacción con 

otros fármacos y una farmacocinética simplificada favorece el uso de los nuevos 

FAEs.

Tabla 3. Fármacos anticonvulsivos de segunda generación por orden de aprobación para 

su comercialización en Estados Unidos.

Año de Aprobación por FDA Fármaco
1993 Felbamato
1993 Gabapentin
1994 Lamotrigina
1996 Fosfenitoína
1996 Topiramato
1997 Tiagabina
1999 Levetiracetan
2000 Oxacarbamazepina
2000 Zonizamida
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4. Datos preclínicos de nuevos FAEs en uso clínico y en desarrollo.

En la Tabla 4 y 5 se muestran los datos preclínicos de FAEs de segunda generación 

en uso clínico y los FAEs en desarrollo. Resulta interesante comparar estos datos 

con los obtenidos en el presente trabajo de Tesis. En la Figura 4 se muestran las 

estructuras químicas de fármacos en desarrollo.

Figura 4. Estructuras químicas de FAEs en desarrollo (Etapa clínica).
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Fármacos de 
segunda generación 

en uso clínico
Mecanismo 

Principal 
Asociado

Actividad en Animales de Experimentación

Dosis diaria* 
en humanos 

mg

MES test 
EDso (mg/kg)

FU test 
EDso 

(mg/Kg)

Encendido 
Amígdala 

EDso (mg/Kg)

Convulsión 
Tónica

Convulsión 
Clónica

Convulsión 
Focal

Carbamazepina ▼ Na* + NE 400-1200

Fenitoína |nu*. 9.5 NE ♦/- 200-500

Acido Valproico Na*

Tgaba

+ ♦ ♦ 1000-2500

Felbamato X Glutamato 

(?)
81.1 548 ? 1200-3600

Gabapentin
t GABA (?)

9.4 (oral) 157 NE 600-2400

Oxacarbamaze- 
pina 1 Na’ 10-20 

(oral)
23-30 
(oral)

? 600-1200

Tiagabina
t GABA

30 1 + 16-56

Topiramato | GABA 64t NE 100-400

Zonizamida 1 Na*
+ NE 200-600

Lamotrigina
i Glutamato
1 (?)

4 Na*(?)

2.6 8 100-200

Levetiracetan (?) NE NE + 1000-3000

Fosfenitoína Na* 9.5 NE
Similar 

fenitoína

Vigabatrin a
t GABA

NE ♦ -

Tabla 4. FAEs en uso clínico. En negro Fenitoína, Carbamazepina y Valproato anticonvulsivos clásicos. 
En violeta fármacos de segunda generación en uso clínico en Estados Unidos. En los casos en que se 
dispone de datos de EDso se coloca el valor, caso contrario los signos +: activo; NE: no efectivo; +/- : 
actividad moderada. datos dudosos. Los datos de EDso siempre son en ratones, vía de 
administración i.p. a No se usa en Estados Unidos. * Datos tomados de: Epilepsy & Behavior . 2004, 5. 
866-872. ♦ Journal of Medicinal Chemistry. IW. Vol. 30. No. 5, 880. El mecanismo principal de acción y 
EDso fueron tomadas de Epilepsy Research. 2004, 61, 1-48.
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Fármacos en 
desarrollo

Mecanismo 
Principal 

Asociado

Actividad en Animales de Experimentación

MES test 
EDso (mg/kg)

PU test 
EDso 

(mg/Kg)

Encendido 
Amígdala 

EDso (mg/Kg)

Rufinamida | Na* + +

Abd
|Na* 8.9

Pregabalin 
(CI 1008)

? 20 100 +

Retigabina | Na*. yCá“ + + 0.01*

AWD 131-138 ? +/- 46 30-100

Ganaxolone
Modula el 
receptor 
GABA a

+/- 5 ?

Soretolide 1 Na* 19 250 ?

TV 1901 o 
N - Valproilgücinamida GABA 152 127 ?

534U87 3.7 (oral) NE ?

Harkoseride v 3.9 ¿? 13.5

LY300164
Antagonista 

AMPA 4.6 116.8
12.5 (químico)
20 (eléctrico)

NPS 1776 913 (oral) 748 ?

NW-1015* 1 Na* 8.2 (oral) NE ?

Carabersat ♦ (similar Fen) ♦ ?

Conanfokin-G
Modula 

receptor 
NMDA

♦ ♦ ♦

Talampanel
Antagonis 
ta AMPA 4.6 16.8 12.5-20

Tabla 5. Fármacos en etapa de desarrollo. *Es la única droga hasta el momento más activa frente al 
ensayo de Encendido de amígdala que al MES test. * batos tomados de: Eliat V: Epilepsy Research, 
2001.43. 11-58. a Eliat VI: Epilepsy Research. 2002, 5/, 31-71. En los casos en que se dispone de datos 
de EDso se coloca el valor, caso contrario los signos +: activo; NE: no efectivo; +/- : actividad 
moderada. no se encuentra el valor. Los datos de EDso siempre son en ratones, vía de 
administración i.p. Los datos fueron tomados de; Epilepsy Research, 2004, 61, 1-48.
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5. Eficacia de los FAEs de segunda generación

En Estados Unidos existe una GUIDELINE para el uso de fármacos de nueva 

generación. La Organización Mundial de la Salud en su formulario modelo del 

Sección 5: Anticonvulsivos/ Anpiepilépticos del año 2004 establece los 

medicamentos de primera elección a usar en el tratamiento farmacológico de la 

epilepsia.

En la Tabla 5 se presentan los fármacos de nueva generación que se usan 

principalmente como medicamento de segunda elección en epilepsias 

refractarías, y los aprobados como monoterapias.

Los FAEs de nueva generación se usan en pacientes con epilepsia refractaría, 

principalmente por su alto costo. No justifica su uso como medicina de inicio de 

tratamiento. En general los tratamientos se inician con los fármacos antiguos o 

clásicos (Tabla 1), ya que respecto a su eficacia estos son ¡guales a los de nueva 

generación y más económicos.

Tabla 5. Fármacos aprobados en Estados Unidos. Se recomienda utilizarlos en epilepsias 
refractarias, no como fármacos de primera elección.

Fármaco
Comienzo con 

Epilepsia Parcial
Síndrome 

Generalizado Monoterapia
Felbamato X X X
Gabapentina X
Lamotrigina X X X
Topiramato X X X
Tiagabina X
Oxacarbamazepina X X
Levetiracetan X
Zonizamida X

6. Cuándo utilizar FAEs nuevos ?

En general se recomienda utilizarlos en pacientes con epilepsia refractaria.

En epilepsias parciales no hay diferencia con los antiguos con respecto a su 

eficacia. Depende del perfil del paciente. En epilepsias generalizadas se 

recomienda utilizar FAEs de amplio espectros.

7. Efectos Adversos de los nuevos FAEs

Los efectos adversos se miden en función de la calidad de vida del paciente. Esta 

va a depender de los ataques epilépticos que sufra el paciente y de los efectos 

secundarios de los fármacos que se administren.

A medida que aumentan los efectos secundarios la calidad de vida del paciente 

empeora.
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Según un estudio realizado por Guiliam10 y colaboradores dentro de los fármacos 

de segunda generación dentro de los que poseen menores efectos adversos se 

encuentran: Lamotrigina, Gabapentina y por último Carbamacepina.

7.1 Principales Desventajas de los Nuevos FAEs11

Dentro de los efectos adversos los que principalmente se observan están 

relacionados con sedación, el peso, hiponatruremia, cognitivos, nefronefritis. En la 

Tabla 6 se resumen los principales efectos adversos de los FAEs de nueva 

generación aprobados en Estados Unidos.

Tabla 6. Principales efectos adversos de los FAEs de nueva generación.

Fármaco Efecto Adverso principal
Lamotrigina Enfermedad de Steven's John

Gabapentina Peso, sedación

Levetiracetan
Irritabilidad, cambio en el 
comportamiento

Oxacarbamazepina Hiponatruremia, agrava epilepsia 
generalizada

Tiagabina Sedación, agrava epilepsia

Topiramato
Cognitivo, lenguaje, acidosis, 
disminución de peso, glaucoma, 
nefroneflitis

Zonizamida Irritabilidad, Peso, fotofobia, nefronefritis.

7.2 Influencia en el Peso

En la Tabla 7 se resumen los efectos de los FAEs observados en clínica sobre el 

peso. Se muestran los FAEs que producen ganancia de peso, perdida de peso y 

aquellos que no afectan el peso.

Tabla 7. Influencia de los FAEs sobre el peso.

Ganancia de Peso Neutral
Acido Valproico Lamotrigina Topiramato
Carbamazepina Levetiracetan Felbamato

Gabapentina Zonizamida
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7.3 Teratogenis

FAEs de primera generación como el Felbamato12 y el Acido Valproico13 (VPA) 

tienen un riesgo significativo.

El VPA a dosis menores de 500 mg/día no es de riesgo pero si a mayores dosis. 

Lamotrigina a dosis menores de 200 mg/día no presenta problemas, a dosis de 

más de 300 mg/día tiene un efecto significativo.

Carbamazepina parece ser segura.

Sobre los otros fármacos de segunda generación existen pocos datos al 

respecto.14

7.4 Sobredosis

Es importante evitar sobredosis. Se han estudiado casos donde por encima de 

determinados valores de dosis esta ya no tiene importancia en el mejoramiento 

de la enfermedad y si se agravan los efectos adversos.

Es importante administrar dosis moderadas si bien es cierto que los efectos 

secundarios en los FAEs nuevos son menos importantes que en los antiguos.

Algunos valores a tener en cuenta son:

Tabla 8. Dosis diaria recomendada.

Fármaco Dósis recomendada
Carbamazepina Z 600 mg/día
Acido Valproico Z 1 g/día
Lamotrigina Z 200 mg/día

8. Farmacocinética

La acción de los fármacos no depende únicamente de su capacidad para 

desarrollar una respuesta farmacológica. Es de importancia crítica que posean 

propiedades farmacocinéticas (absorción, distribución, metabolización y 

excreción) que les permita alcanzar el lugar requerido para su acción y que su 

toxicidad sea mínima. Las propiedades fisicoquímicas de un fármaco van a 

determinar su capacidad para atravesar membranas biológicas, para depositarse 

en los tejidos grasos, unirse a proteínas séricas, o finalmente unirse a un receptor 

específico para ejercer su acción antes de sufrir su transformación metabólica, 

eliminación o ambas.

8.1 Unión a proteínas.

En los FAEs la unión a proteínas no es deseable por que si el fármaco se une a 

proteínas no es capaz de atravesar la Barrera Hematoencefálica (BHE).
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Fenitoína, Ácido Valproico, Carbamazepina, Vigabatrina tienen una unión alta a 

proteínas.

8.2. Eliminación hepática y renal

Los FAEs antiguos tienen en su mayoría una eliminación hepática. En la 

eliminación hepática esta involucrado el citocromo P-450, que es principal 

catalizador de las reacciones de oxidación (Fase I). En la Tabla 9 se resumen la 

principal vía de eliminación de los FAEs de última generación. Se incluye el ácido 

valproico.

Tabla 9. Eliminación y metabolismo de FAEs.

Fármaco Eliminación
Carbamazepina Hepática- Citocromo P- 450
Acido Valproico Hepática- Citocromo P- 450
Fenitoína Hepática -Citocromo P- 450
Etosuximida Hepática -Citocromo P- 450
Tiagabina Hepática - Citocromo P- 450
Gabapentina Renal - no interacciona con otros 

fármacos
Levetiracetan Hepática por hidrólisis
Lamotrigina Hepática por glucorunización

8.3 FAEs y el citocromo P450

Todos los FAEs antiguos menos el Acido Valproico son inductores. Los fármacos 

inductores aceleran el metabolismo y reducen la concentración plasmática de 

otros fármacos como por ejemplo:

❖ Antidepresivos y antipsicóticos

❖ Warfarina

❖ Fármacos quimioterapéuticas

❖ Anticonceptivos orales

❖ Vitamina D y Calcio (produce osteoporosis)

8.4 Metabolismo no Hepático

Gabapentina y Levetiracetan no tienen metabolismo hepático por lo que no 

interaccionan con otras drogas.

Estos fármacos son de elección para pacientes con:
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❖ Enfermedades hepáticas

❖ Transplantes de órganos

❖ Enfermos de cáncer

8.5. Glucorunización hepática

Lamotrigina: Glucorunización hepática

El metabolismo de Lamotrigina se ve enlentecido por el uso con ácido 

valproico, por lo que se recomienda usar dosis bajas en esta asociación.

El metabolismo se ve acelerado por hormonas esteroideas gonadales por lo 

que se debe usar dosis altas cuando se toman anticonceptivos orales y en el 

embarazo. No se recomienda usar Lamotrigina durante la lactancia ya que la 

glucorunización esta inmadura en el recién nacido.

Para el tratamiento de ancianos se recomienda: Lamotrigina y Gabapentina.

9. Resistencia

Las epilepsias de nuevo inicio, que se tratan con un FAE si fallan en la eficacia no 

en los efectos adversos es un mal indicio ya que es probable que no se encuentre 

un fármaco eficaz para estos pacientes.

Un tercio de los enfermos son refractarios estos quiere decir que no responden a 

los tratamientos con FAEs existentes en el mercado.

Los síndromes idiopáticos se controlan mucho mejor. Las epilepsias sintomáticas 

con daño cerebral son mucho más difíciles de controlar.

La resistencia esta relacionada a :

• Número de crisis
• Daño cerebral

Si dos o tres medicamentos fallaron en un paciente hay que pensar en 

tratamientos alternativos:

❖ Cirugía

❖ Dieta Cetogénica

❖ Drogas de Mecanismo de acción nuevos

❖ Estimulación Vagal

❖ Estimulación Cerebral directa

227 LA. Barrios



10. FAEs que empeoran las crisis epilépticas

Pueden los FAEs agravar las crisis epilépticas?

Estudios basados en observaciones clínicas en un gran número de pacientes han 

demostrado que algunos FAEs pueden agravar las crisis epilépticas. Se ha 

observado que FAEs que se utilizan en las convulsiones criptogénicas como 

Fenitoína y Carbamazepina, producen trastornos en la conducta y perdida de la 

atención.

Los criterios que se utilizaron para determinar la agravación de las crisis con el uso 

de determinados anticonvulsivos fueron:

Relación temporal

Relación con la dosis

Comienzo rápido

FAE con el uso repetido causa el mismo efecto

Ausencia de otros efectos adversos

10.1. Mecanismo de agravación de las crisis:

❖ Las crisis generalizadas empeoran con el uso de fármacos Gabaérgicos 
que aumentan la concentración de GABA.

❖ Por otro lado fármacos bloqueantes de canales de sodio empeoran las 
crisis de ausencia o las crisis mioclónicas.

10.2. FAEs Gabaérgicos

En crisis de Ausencia suele usarse Etosuximida. El mecanismo por el cuál ejerce su 

acción es por bloqueo canales de Ca++ tipo T en el Tálamo. FAEs que actúan 

sobre receptores GABAb talámicos empeoran las crisis generalizadas.15

Otros fármacos que empeoran los cuadros de pacientes con crisis mioclónicas 

son: Tiagabina, Gabapentina, Succinamida.

Gabapentina: No se conoce el mecanismo por el cuál actúa pero es capaz de 

empeorar las crisis de ausencia mioclónicas.

Succinamidas: Acción primaria: Bloquean los canales de Calcio tipo T. Tienen una 

acción secundaria agonista GABA débil.

Etoxusimida: Puede causar y agravar GTCS debido a su acción secundaria.
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10.3. FAEs bloqueantes de canales de sodio

Ejercen su acción por sincronización de los canales de sodio en forma inactiva. 

FAEs que actúan por este mecanismo son Carbamazepina, Oxacarbamazepina, 

Fenitoína, Lamotrigina.

El uso de Lamotrigina en niños agrava la crisis mioclónica severa de la infancia, 

por mutación del gen del canal de sodio SNC1.

Con el uso de Acido Valproico no se observa agravamiento de las crisis.

11. Resumen

Entre las drogas desarrolladas antes de 1978, varias de ellas siguen siendo las más 

ampliamente usadas; fenitoína, carbamazepian, valproato, etosuximida, 

primidona, fenobarbital, y algunas benzodiazepinas.

Aunque las drogas antiepilépticas de primera generación son de considerable uso 

en clínica por muchos pacientes, 30% aproximadamente, siguen siendo 

refractarios al tratamiento farmacológico (farmacorresistencia). 16

Algunos fármacos logran controlar las crisis a expensas de severos efectos 

colaterales: ataxia , diplopia, hepatotoxicidad, perdida de las palabras, perdida 

en el aprendizaje, los cuáles se ven agrabados por el hecho de ser medicamentos 

de uso prolongado.

Si bien algunos FAEs de segunda generación son menos tóxicos que los de primera 

generación tiene la desventaja de ser muy costosos y no ser más eficaces.

Según datos obtenidos de observaciones clínicas algunos FAEs que actúan por 

bloqueo de canales de sodio o que aumentan la concentración de GABA, 

agravan las crisis epilépticas o conducen a otras formas de epilepsias.

Otro problema importante para abordar el tratamiento de la epilepsia es que no 

se conocen aún las causas de la epileptogénesis.

Las cualidades particulares de los fármacos que afectan al SNC, imponen un 

desafío científico extraordinario: tratar de comprender las bases moleculares y 

celulares de las funciones enormemente complejas y variadas del encéfalo

humano, en este caso los circuitos neuronales afectados por ejemplo en las 

epilepsias refractarias lver aP^ndice: otros circuitos neuronales afectados). as¡ poder en una

investigación interdisciplinaria encontrar los sitios y mecanismos de acción de 

nuevos fármacos para el tratamiento de aquellos casos refractarios.

El desarrollo de nuevas terapias aún sigue siendo lento por razones económicas y 

por el desconocimiento de la epileptogénesis.
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Hoy en día existen tres modelos in vivo de rutina para la evaluación preclínica de 

nuevas drogas antiepilépticas. Ello son el MES test, PTZ test y el modelo de 

encendido (kindling).

Por lo tanto existe una gran necesidad de mejorar los tratamientos farmacológicos 

de esta enfermedad. Para desarrollar nuevas terapias más efectivas es necesario 

encontrar nuevas formas de abordar el problema.

❖ El conocer las herramientas para abordar el descubrimiento de un nuevo 

fármaco es de vital importancia en esta parte de la investigación, así 

como aplicar el modelo animal adecuado para los estudios preclínicos.

❖ Es necesario el desarrollo de nuevos modelos animales de 

experimentación, que permitan identificar nuevos mecanismos de acción 

y así nuevos objetivos terapéuticos.

❖ Los nuevos mecanismos de acción son blancos particulares ya que son 

potenciales para el descubrimiento de nuevas terapias.

❖ Por otra parte es útil el desarrollo de nuevas tecnologías para el 

diagnóstico apropiado de la epilepsia. Es importante identificar con 

precisión los tipos de crisis antes de administrar un fármaco antiepiléptico.
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Anexo 5

Modelos Animales usados para la Evaluación de Drogas Anticonvulsivas

Uno de los pasos más importante en el descubrimiento de una nueva droga 

antiepiléptica es la elección correcta del modelo animal para iniciar los ensayos in 

vivo?

Los modelos animales in vivo se categorizan en modelos para convulsiones y para 

epilepsia.

Dado que la epilepsia humana se define como la aparición espontánea y 

recurrente de episodios convulsivos, la inducción de episodios convulsivos sin un 

comportamiento epileptiforme crónico, se considera un modelo de convulsión y 

no de epilepsia.2

La gran diversidad de especies animales utilizados varia desde el uso de drosófila 

hasta primates no humanos.3 La necesidad de un modelo en las evaluaciones 

preclínicas de nuevos antiepilépticos, es de importancia tanto para predecir la 

eficacia de una droga frente a un determinado tipo de episodio, como para 

evaluar los efectos adversos a la dosis que se administra el anticonvulsivo.

Un modelo ideal para la evaluación de la actividad antiepiléptica y efectos 

adversos debería reunir los siguientes requisitos:

1. desarrollo de episodios convulsivos recurrentes espontáneos,

2. tipos de episodios convulsivos similares en la fenomenología preclínica a 

los tipos de episodios que ocurren en la epilepsia humana,

3. respuesta del EGG (electroencefalograma) del modelo, similar a las que 

ocurren en EEG para cada tipo de episodio convulsivo en humanos,

4. alta frecuencia de los episodios convulsivos, para el estudio de la eficacia 

de drogas en cuadros agudos y crónicos,

5. farmacocinética de la droga antiepiléptica (particularmente velocidad 

de eliminación) similar a la que se presenta en humanos, para que 

permita mantener los niveles de droga activa en un tratamiento crónico,

6. concentración de droga activa en plasma y cerebro similar a aquella 

requerida para el control de los diferentes tipos de episodios convulsivos 

en el paciente.

No existe un modelo que cumpla con todos estos requisitos.

Se ha desarrollado un modelo con animales de laboratorio con epilepsia 

congénita, los cuáles asemejan a la epilepsia idiopática en humanos mucho 

mejor que cualquier otro modelo experimental.4'5



Sin embargo, el modelo experimental más usado, no es el que semeja a la 

epilepsia crónica sino a los episodios epilépticos únicos (single).

En estos casos los episodios son inducidos en animales pequeños de laboratorio 

(ratas, ratones) por medios eléctricos o químicos.6

Los modelos más usados son:

• Maximal Electroshock Seizure, MES test, que se basa en la inducción 

eléctrica de la convulsión. En el ensayo MES, las convulsiones tónicas sobre 

los miembros posteriores se inducen por estimulación eléctrica bilateral en 

córnea o transauricular. Este ensayo predice la protección de la drogo 

frente a convulsiones generalizadas tónico-clónicas primarías y secundarias 

en humanos.7 El modelo de Mes test no resultó ser útil para las crisis 

epilépticas parciales. Las drogas que son efectivas frente a este ensayo se 

dice que son semejantes a Fenitoína.8

• Pentilentetrazol, PTZ test, basado en la inducción química de la convulsión 

por inyección subcutánea del convulsivante pentilentetrazol. El 

pentilentetrazol es un antagonista del GABA. La protección de las drogas 

frente al ensayo PTZ, es indicativo de la eficacia de la misma contra 

ausencias generalizadas y/o convulsiones mioclónicas en humanos.6

Las drogas eficaces frente a este ensayo tienen comúnmente un perfil 

similar a benzodiacepinas, potenciando los efectos inhibitorios del GABA8.

Casi todos los antiepilépticos clínicos son capaces de proteger frente a por lo 

menos uno de estos dos ensayos.9

En la Tabla 1 se muestra la correlación entre la actividad biológica en modelos 

animales de drogas anticonvulsivas de uso clínico frente a determinado tipo de 

crisis epiléptica en humanos.

El modelo por encendido de hipocampo o amígdalas (hippocampal / amygdala 

kindling), es un modelo adecuado para identificar compuestos eficaces para él 

control de las epilepsias parciales.6 Este modelo resulta ser interesante, ya que 

subgrupos de ratas “encendidas", mostraron resistencia a drogas como valproato, 

fenitoína y fenobarbifal, mostrando la situación clínica de pacientes con epilépsia 

parcial refractaria.10' 11

El modelo inducido por estímulo eléctrico de "encendido de amígdala" es un 

modelo que induce la epilepsia en el lóbulo temporal (TLE, Temporal Lobule 

Epilepsya).12 Consiste en aplicar al animal, estímulos eléctricos subconvulsivos, dos 

veces al día, hasta varios estímulos, que acaban produciendo intensos episodios
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convulsivos parciales y generalizados.13 Este “encendido parcial" se piensa 

modela los estadios tempranos de la epileptogénesis, cuando ocurren cambios 

epilépticos permanentes, antes del comienzo de las convulsiones espontáneas 

periódicas (o recurrentes). Si bien los animales "encendidos parcialmente” no 

presentan episodios espontáneos periódicos, este modelo ofrece la ventaja sobre 

el modelo post- SE (post- Status epilepticus) que la descarga puede ser controlada 

y monitoreada permitiendo realizar un examen de la relación entre los episodios y 

la fisiopatología asociada. El "encendido parcial" induce muchas de las 

características de la TLE que implican perdida de células límbicas y 

reorganización sinóptica.14'15

Por otra parte, se pueden inducir convulsiones espontáneas periódicas 

aplicándose más de 300 estímulos (conocido como over-kindling).16

Recientemente se ha desarrollado un procedimiento para el estudio de los 

cambios que ocurren en el cerebro de roedores durante el encendido de 

amígdalas, monitoreados con Resonancia Magnética Nuclear (RMN).17

Los modelos inducidos químicamente por administración local o sistémica de 

pilocarpina y kainato en roedores, conducen a estados de convulsiones límbicas 

repetitivas y status epilepticus. Este modelo reproduce varios fenómenos 

característicos de la epilepsia del lóbulo temporal en humanos. Se usa como 

modelo animal para estudiar las bases del mecanismo de la epileptogénesis. 1819 

Primero existe un período latente seguido de un status epilepticus (estado 

epiléptico) y precedido de una fase crónica, la que se caracteriza por la 

aparición de episodios convulsivos límbicos espontáneos. 20'21 El daño cerebral 

causado en este modelo en el estado de status epilepticus, se asocia en humanos 

a las convulsiones febriles las cuáles se encuentran normalmente en pacientes 

con epilepsia del lóbulo temporal medio.22

Modelos animales adicionales típicos para el estudio de las convulsiones parciales 

(que incluyen modelos simples y complejos) y generalizadas (tónicas, tónico- 

clónicas y modelos de ausencia) abarcan la aplicación local de antagonistas 

para el receptor del GABA, como penicilina, bicuculina, y picrotoxina. Estos 

actúan interrumpiendo el balance de inhibición y excitación provocando el foco 

epiléptico. También la introducción de metales pesados como cobalto, aluminio, 

zinc, hierro, puede producir lesiones focales. 23,24,25,20

Existen más de 100 tipos de episodios y desordenes epilépticos27 en humanos y 

modelos que aparentemente correlacionan con cada uno de estos desordenes. 

También existen modelos que no son específicos para ninguna de las condiciones 

en humanos pero igualmente muestran un comportamiento para las convulsiones 

parciales y generalizadas. Muchos de los desordenes clínicamente importantes en
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humanos, como el síndrome Othtahara y Lennox-Gastaux, que afecta a niños en 

temprana edad y adolescentes, entre decenas de otros, siguen aún sin un 

modelo animal. 28Como contrapartida, el avance de la genética molecular, en 

las últimas décadas, a permitido descubrir numerosas mutaciones (especialmente 

en ratones) asociadas con fenotipos epilépticos. En humanos se sabe que la 

epilepsias febril y la BFNC están asociadas con mutaciones en canales de Na+ y 

K+. Estos avances contribuyen al descubrimiento de nuevos mecanismos 

involucrados en la epileptogénesis.20
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Anexo 6

Programa de Evaluación de Drogas Antiepilépticas

1. Introducción

Existen una gran variedad de ensayos destinados a la evaluación de distintos 

tipos de crisis epilépticas.Anexos)

El ensayo farmacológico debe detectar la acción anticonvulsiva provocando 

convulsiones experimentales en animales de laboratorio similares a las 

manifestaciones clínicas en humanos. Por otro lado debe predecir los efectos 

adversos a las dosis anticonvulsivas.

Así se detectan compuestos con potencial actividad y se descartan aquellos que 

no muestran una ventana terapéutica aceptable.

En vista de los diversos tipos de convulsiones epilépticas ÍAnexo 21 debe usarse más 

de un modelo biológico para el análisis del perfil farmacológico de nuevos 

compuestos anticonvulsivos. En cuanto a los efectos adversos habitualmente 

presentes en drogas anticonvulsivas, se considera en la evaluación preclínica la 

neurotoxicidad, mediante la respuesta al ensayo de Rotorod.

2. Elección del ensayo

La elección del ensayo es además importante en el estudio del perfil 

farmacológico de los compuestos anticonvulsivos, ya que los resultados 

obtenidos frente a los modelos animales, sirven como indicadores de potencial 

actividad frente a distintas crisis convulsivas en humanos (Tabla 1).

El ensayo MES es un modelo para convulsiones generalizadas tónico-clónicas 

tanto primarias como secundarias2. Por otra parte la protección frente al ensayo 

PTZ es indicativa de eficacia frente a ausencias generalizadas y/o convulsiones 

mioclónicas en humanos.

Como ejemplo de esto tenemos al fármaco fenitoína que protege frente al 

ensayo MES y se utiliza para convulsiones tónicas y/o clónicas (grand mal) en 

humanos.

Por otra parte los fármacos Etosuximida y Trimetadiona protegen en las 

convulsiones clónicas provocadas por PTZ, y son efectivas para el tratamiento de 

las convulsiones mioclónicas y de ausencia en humanos. 3 Como estos existen 

muchos otros ejemplos.3
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3. Programa de Evaluación para Drogas Anticonvulsivas desarrollado por el NIH.

En 1975, la Epilepsy Branch (NINCDS-NIH, Estados Unidos) del Antiepileptic Drug 

Development Program (Programa ADD) dentro del Anticonvulsant Screening 

Program (ASP)45 ha fomentado el desarrollo de nuevos compuestos para el 

tratamiento de la epilepsia. A su vez ha desarrollado un Programa de Evaluación 

Preclínico para Drogas Antiepilépticas. En la actualidad casi todos los laboratorios 

a nivel mundial siguen este programa al momento de determinar si nuevas 

estructuras posen características de actividad prometedora

Este programa plantea la metodología a seguir para la evaluación preclínica 

utilizando modelos animales de laboratorio. El ASP consta de siete Fases cada una 

de las cuales utilizan diferentes ensayos y aporta datos sobre distintos aspectos de 

acción de las drogas.

Dentro de estos aspectos podemos mencionar existencia de actividad 

anticonvulsiva hasta tolerancia luego de administración repetida de la droga 

incluyendo neurotoxicidad, índice terapéutico, duración de la acción, 

comparación de la actividad según la vía de administración, etc.

En la Tabla 1 se describen las siete Fases del Programa y la batería de ensayos 

empleados en cada una de las Fases.
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Fases Descripción Especie 
Animal

Vía de 
adm.*

Fase 1
Perfil Farmacológico: Identificación de la 
actividad anticonvulsiva y neurotóxica para 
determinar el nivel de actividad:

• Ensayo MES
• Ensayo PTZ
• Ensayo Rotorod

Ratones 
albinos 

de 18-23g.

i.p

Fase 2
Cuantificación de la Acción Anticonvulsiva y 
Neurotóxica: Determinación de EDso , TDso, IP.

• Ensayo MES
• Ensayo PTZ
• Ensayo Rotorod

Ratones 
albinos de 
18 a 23 g.

í.P

Fase 3
Perfil de Toxicidad

• Dosis Letal media (LDso)
• Dosis hipnótica media (HDso)

Ratones 
albinos de 
18 a 23 g.

i.p

Fase 4
Cuantificación de la actividad anticonvulsiva 
por vía oral: determina las características de 
absorción y metabolismo.

• Ensayo MES
• Ensayo PTZ
• Ensayo Rotorod

Ratones 
albinos de 
18 a 23 g.

p.o

Fase 5
Comparación con drogas antiepilépticas 
conocidas e identificación del posible 
mecanismo de acción:

• Ensayo de umbral convulsivo por PTZ
• Ensayo de umbral convulsivo por 

Picrotoxina
• Ensayo de umbral convulsivo por

Bicuculina
• Ensayo de umbral convulsivo por

estricnina
• Estudios in vitro de unión a

receptores.

Ratones 
albinos de 
18 a 23 g. i-P

Fase 6
Cuantificación de actividad convulsiva y 
Neurotóxica en otras especies: EDso, TDso, Pl.

• Ensayo MES
• Ensayo PTZ
• Ensayo sentido posicional
• Ensayo Marcha y postura

Ratas
p.o

Fase 7
Dosis Letal Mínima (LD3) y Tolerancia

• LD3 adm. Diaria 3 días
• LD3 adm. Diaria 5 días
• Ensayo duración del sueño por 

hexobarbital
• Estudio in vitro de enzima microsomal

Ratas
p.o

Tabla 2. Descripción de las 7 Fases que abarca el Programa de Evaluación de Drogas 
Antiepilépticas. ♦ vía de administración: oral (p.o), intraperitoneal (i.p), subcutánea (s.c).

A continuación se describirán en detalle las Fases I y las Fases II de este Programa 

que fueron las llevadas a cabo en el presente trabajo de Tesis Doctoral.
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4. Fase I

La Fase I del ASP del programa ADD involucra la identificación de la acción 

anticonvulsiva (Tabla 1) mediante la prueba de los compuestos nuevos a tres 

niveles de dosis (30, 100, y 300 mg/kg). La clasificación de las estructuras 

ensayadas en cuatro categorías permite decidir cuáles serán capaces de 

continuar dentro del proyecto y cuáles se descartan.

Los compuestos se clasifican en Categorías6 según:

Tabla 3. Clasificación de los compuestos en categorías según su actividad anticonvulsiva 
en Fase I.

Aquellas estructuras que presentan actividad a 30 mg/kg pero también efectos 

neurotóxicos (Categoría 4) se evalúan a dosis menores (Handbook 85).

5. Fase II

La Fase II del Programa cuantifica la actividad anticonvulsiva y neurotóxica de 

una droga. Los valores de EDso frente a los ensayos MES y PTZ son los parámetros 

más ampliamente usados para describir la potencia de los nuevos compuestos 

con acción anticonvulsiva.

Constituyen la primera indicación preclínica de potencial capacidad 

antiepiléptica asociado a determinado tipo de convulsión humana. Además 

permite comparar potencias anticonvulsivas con otros compuestos antiepilépticos 

clásicos.

Categoría Característica

1 Activa a 100 mg/Kg o menos
2 Activa a más de 100 mg/Kg

3 No activos más de 300 mg/Kg
4 Inactivos a 300 mg/Kg o tóxicos a 30 mg/Kg



Anexo 6

6. Tratamiento estadístico de los datos

Para el tratamiento estadístico de los resultados obtenidos en Fase II del presente 

trabajo se utilizó el método de Litchfield y Wilcoxon.7 Aplicando este método se 

puede obtener:

1. DE50 ó TD50. Dosis Etectiva 50 o la Dosis Tóxica 50.

2. los intervalos de confianza para estas dosis.

3. la función pendiente de la recta (S).

4. los intervalos de confianza de dicha función.

Para ello se vuelcan en una planilla Excel los datos obtenidos para cada uno de 

los compuestos a los que se le determinó la ED50.

Los puntos para cada recta deben ser como mínimo cuatro con valores entre 10 y 

90 % de porcentaje de actividad.

La tabla que se utiliza para volcar los datos se muestra a continuación:

6.1 Datos de entrada.

• Dosis usada (dose),

• el número de animales protegidos (n react),

• número total de animales (n test)

• porcentajes de protección (% eff obs.)

Los datos de actividad se convierten a probits (Probit obs.). Este mismo método 

puede utilizarse en forma equivalente si se quiere cuantificar los efectos 

neurotóxicos.

6.2 Gráficos

Se gráfica el logaritmo de la dosis (log dose) en función de los probits 

correspondientes (probit obs. )y traza la recta que interprete bien a los puntos 

principalmente de protección.

6.3 Peso estadístico de la recta

El peso estadístico de la recta propuesta se evalúa con el valor de (Chi)2 de la 

recta (Tot Chi 2) en base a las diferencias entre valores observados y esperados (o 
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recogidos) (diff o-e). Esto se realiza para cada dosis y con el número promedio de 

animales por dosis (Ave N ani).

Como los datos recogidos no son significativamente heterogéneos, la recta se 

considera aceptable cuando el valor de (Chi)2 no supera cierto valor límite (Chi 2 

T2) estipuledo para distintos grados de libertad (Deg Free).

6.4 ED50 y la función S

El dato de DE50 surge directamente de la recta mientras que el valor de la función 

pendiente surge de la expresión:

6.5 Intervalos de confianza de ED50 y S

Los valores fed y fs tienen en cuenta el número de dosis usadas (N doses)

el número de animales involucrados, en los puntos que caen dentro de valores, 

de probit entre 4-6 de actividad esperada (N e/16-84), la función pendiente (S) y 

el valor A que depende de los valores de las dosis más altas y bajas usadas (cuyo 

cociente es R).

Estos factores permiten calcular los intervalos de confianza para la ED50 y S.

En el ejemplo de la Tabla 4 aparecen marcados los valores de ED50 y S así como 

los de los intervalos de confianza (en gris).

Los cuadros de las columnas pintados en verde representan los datos que se 

deben ingresar manualmente. En este ejemplo se muestra el cálculo de la ED50 del 

compuesto 12-VPS.
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dose log dose
n 

react n test %eff obs correct
probit 
obs

probit 
exp % eff exp diff o-e Chi 2

30 1.477121 1 4 25 4 4.2916 24 0.975 0
50 1.69897 2 4 50 5 5.0929 53.5 -3.5 0.0045
70 1.845098 3 4 75 6 5.6207 73.33 1.67 0.001
90 1.954243 4 4 84.2 6.02 6.0149 84.4 -0.2 0

Tot Chi 2 0.0055
N doses 4
Ave N ani 4
Chi 2 line 0.022
Deg Free 2
Chi 2 T2 5.99
N e/16-84 16
pendiente 3.6118
ordenada -1.043
R2 0.9925

ED16
25.07007

ED50
47.12553

ED84
88.58433

S = 1.879752

f ed = 1.548156

f s = 2.855593

conf 
lim 1 30.43978
conf 
l¡m S 72.95767 45.11131
conf 
lim 1 0.65827
conf 
lim S 5.367808 125.2702

3
1.75
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ANEXO 7

Sulfamatos y sulfamidas: su potencial terapéutico.

1. Introducción

A partir de la molécula simple de ácido sulfámico (1), la O- sustituida (2), N-sustituida 

(3) o O,N-di/tri-sust¡tu¡da (4) y (5) dieron origen a una gran variedad de sulfamatos, 

los cuales mostraron tener una diversidad de acciones terapéuticas específicas 

(Figura 1).

Figura 1. Sulfamatos derivados del ácido sulfámico con actividad terapéutica.

Todos los compuestos de tipo 1-5 poseen aplicaciones farmacológicas. Estos 

derivados comenzaron a ser explotados por el uso de diseño racional de fármacos 

para obtener diferentes tipos de agentes terapéuticos.

2. Antibióticos.

Entre los nuevos agentes terapéuticos que se han desarrollado recientemente se 

encuentran una nueva clase de antibióticos inhibidores de la aminoacil- t-RNA 

sintetaza (aaRSs), enzima responsable en las bacterias de mantener la fidelidad en la 

síntesis proteica. Este se ha convertido en un nuevo blanco terapéutico para el 
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desarrollo de nuevos antibacterianos.12 El compuesto natural Nucleosidin, 6, un 5’-O - 

sulfamoil nucleosido, posee gran actividad antimicrobiana 3 así como muchos de sus 

análogos4'5 6-7, sin embargo su alta toxicidad impidió su uso terapéutico. Por otro 

lado, compuestos análogos del adenocil adelilato, sulfamatos tipo 7, demostraron a 

concentraciones nanomolares gran afinidad y estabilidad frente a una serie de 

aaRSs. 8< 9- 10 Aminoacil sulfamatos, análogos del compuesto tipo 8, también son 

potentes inhibidores selectivos de la enzima bacterial.lb 12

Figura 2. Sulfamatos con actividad antibacteriana, inhibidores de aaRS.

Hasta el momento ninguno de los inhibidores de aaRSs se encuentra en uso clínico, 

por lo que este blanco continuará siendo importante para el diseño y desarrollo de 

nuevos antibacterianos13.

3. Antivirales.

Nuevos antivirales han incorporaron una función sulfamato, de los cuales al menos 

dos tipos de estos derivados fueron mayoritariamente investigados: los 

nucleótidos/nucleósidos inhibidores de la transcriptasa reversa del virus de la 

inmunodeficiencia humana (HIV) (9, 10) de los cuáles 914 resultó ser activo frente al 

virus del herpes simples tipo 1 (10) y sus derivados manifestaron actividad anti-HIV.15 16 

1A 18 La otra familia son los inhibidores de la proteasa del HIV (Pls). Entre ellos se 

encuentra 11, y sus análogos de los cuáles 12 resultó ser el más activo.19
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Figura 3. Sulfamatos con actividad Anti-Viral.

4. Anticancerígenos.

Entre las drogas anti- cancerígenas los sulfamatos ocupan un papel significativo, con 

por lo menos dos blancos importantes: sulfatasa esteroidea (STSs) y la anhidrasa

carbónica (CAs).

Figura 4. Origen de estrógeno en tumores hormona-dependientes, y el rol de la sulfatasa 

esferoide.
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Las sulfatasas esferoides (STSs) son enzimas hidrolíticas de ásteres sulfatos que 

pertenecen a una gran familia de sulfatasas.20 STS regula la formación de estrona a 

partir de la estrona sulfato (E1S) y también controla la hidrólisis de 

dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S) (Figura 4).20 21'22'23-24 Esta enzima STS, cataliza 

la hidrólis de ElS y DHEA-S, al correspondiente esferoide no conjugado. Los sulfamatos 

tipo 2 (ROSO2NH2, donde R puede ser un anillo aromático o un sistema policíclico), 

mimetizan a los sulfatos, son inhibidores potentes de STSs.25' 26 STSs son un blanco 

terapéutico muy importante para el desarrollo de agentes contra los tumores 

hormona-dependiente.23'24' 26'27' 28<29' 30 Un gran número de inhibidores de STSs del 

tipo sulfamato han sido reportados en los últimos años, con varios compuestos entre 

ellos el 667COUMATE (Figura 5), que ha llegado hasta fase clínica para el tratamiento 

de tumores de pulmón y próstata hormona dependientes.31' 32 Este campo fue 

rápidamente cubierto por un gran número de inhibidores que se obtienen con el fin 

de aumentar las propiedades anticancerígenos y disminuir los efectos adversos (entre 

otros, estrogenicidad, un problema encontrado en los compuestos de primera 

generación tal como EMATE, 13).33

Figura 5. Inhibición de STS por sulfamatos Heterocíclicos derivados de cumarinas y oxepina.

Figura ó. Inhibición de STS con Sulfamatos Esteroideos. 34<35

13: Rj=H, R2=H : EMATE.
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Dependiendo de los grupos R estas estructuras pueden variar mucho su actividad 

biológica desde inactivas para R= alquil o ahí, y muy etectivas para el caso de R=2- 

nitro y 2-fluorometil.34'36

Modificaciones en el anillo D, así como el largo de la cadena alquílica, son 

parámetros que intluyen en la actividad inhibitoria de la STS. 30,37,30,39

Muchos otros STSs esteoidales fueron reportados en patentes, Nussbaumer y Bflfich, los 

han citado en un trabajo de reciente revisión.40

5. Inhibidores de la Anhidraza Carbónica.

Las enzimas anhidraza carbónica (CAs) catalizan la hidratación reversible de dióxido 

de carbono (CO2) a bicarbonato, tratando de este modo el CO2 que se genera en 

los procesos fisiológicos.41 4Z43 44 45 46 (Ecuación 1).
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Ecuación 1. Proceso catalizado por la enzima anhidraza carbónica

El ión Zn (II) es esencial para la catálisis en las a-CAs.4850 47 El paso limitante en la 

ecuación 1 es la segunda reacción, la transferencia de un protón que genera la 

especie Zn-hidróxido de la enzima. 4752 Muchas de las actualmente conocidas CAs 

poseen otras actividades catalíticas tales como: estereasas, hidrolasas, etc., pero su 

importancia desde el punto de vista fisiológico-patológico no es conocida.4850

Entre las muchas enzimas CAs (anhidrazas carbónica), al menos dos, CA IX y CA XII, 

están sobre expresadas en células tumorales, estando casi ausentes en células de 

tejidos normales. Inhibir a las células asociadas a tumores CAs es una nueva 

estrategia para al tratamiento del cáncer. Muchos sulfamatos actúan como 

inhibidores muy potentes de la CAs (dosis nanomolares). La estructura cristalográfica 

determinada por Rayos X de la ¡soenzima CA II, con tres sulfamatos (ácido sulfámico, 

Topíramato, EMATE) fue recientemente descripta, y permitió el diseño racional de 

nuevos inhibidores (Figura 7).



Figura 7. Representación esquemática del modo de unión de Topiramato con hCAII. Los 

enlaces de hidrógeno entre el inhibidor y el Topiramato están en líneas ounteadas. Las 

distancias se dan en A.Tomado de: 137. Sliskovic DR. Krause BR, Picard JA. Anderson M. Bousley 

RF. Hamelehle KL, Homan R, Julian TN, Rashidbaigi ZA. Stanfield RL. Inhibitors of Acyl-CoA: 

Cholesterol O-acyltransferase (ACAT) as hypocholesterolemic agents. The first water-soluble 

AC AT inhibitor with lipid-regulating activity. J Med Chem. 1994;37:560-562.

Se observó que los sulfamatos han sido efectivos a concentraciones nanomolares, 

para inhibir CA IX así como CA I y CA II, que no están relacionadas con la 

producción de tumores.

6. Anticonvulsivos

Un gran número de anticonvulsivantes con la función sulfamato, también fueron 

publicados, entre ellos el que se destaca por su amplio uso en clínica es el 

Topiramato.48 Este se propone que actúa por mucho mecanismos de acción entre 

ellos: incremento de la transmisión GABAérgica, antagonistas de receptores Kaimato/ 

AMPA, inhibición de canales de sodio voltaje dependiente. Otro mecanismo 
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asociado el cuál esta en discusión49 50 es el compartido por Topiramato y Zonisamida, 

de inhibición de anhidraza carbónica. Estos compuestos tienen un grupo que se 

coordina al ión Zn+2 de la CAs, el grupo sultonamida en el caso de la Zonisamida y el 

grupo sultamato en el caso del Topiramato. Existe una hipótesis respecto a los etectos 

antiepilépticos del Topiramato y Zonisamida pueden deberse a la retención de CO2 

secundaria a la inhibición de las células rojas de la sangre y las enzimas del cerebro.51 

Entre los etectos adversos de este último, se observó la perdida de peso de los 

pacientes que toman esta droga antiepiléptica. Por lo que se propuso recientemente 

usar esta droga, y sulfamatos relacionados, en el tratamiento de pacientes con 

obesidad.52

Usando al Topiramato y a RWJ-37497 (Figura 8) el grupo de Maryanoff publicó una 

gran serie de azúcares funcionalizados como sulfamatos como un nuevo tipo de 

anticonvulsivos. Si se realizan modificaciones como el cambio del grupo sulfamato 

(O-SO2NH2) por carbamato, azido sulfonil oxi, sulfamida, amino, metilsulfamoil, en este 

tipo de azúcares se observa una pérdida de la actividad anticonvulsiva.53 El 

compuesto con mayor actividad anticonvulsiva resultó ser RW-379472, que 

adicionalmente al grupo sulfamato posee un grupo sulfato cíclico en la molécula.

Figura 8. Sulfamatos como anticonvulsivos.

Recientemente, durante la redacción de la presente Tesis doctoral el grupo de 

Maryanoff patentó una serie de sulfamatos y sulfamidas con actividad anticonvulsiva 

cuya estructuras generales se muestran en la Figura 9.54 Siendo el compuesto más 

activo de la serie frente al ensayo MES (10mg/kg a % hora) el compuesto 14 Figura 9.
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Figura 9. Sulfamatos y sulfamidas con actividad anti-MES.

7. Anti-Obesidad

El mecanismo por el cuál Topiramato se usa para el tratamiento de la obesidad se 

basa en la inhibición mitocondrial de las ¡soenzimas CA, CA V, involucradas en la 

lipogénesis. Este etecto se descubrió por observación de pacientes obesos 

medicados con Topiramato como anticonvulsivante. Estos pacientes llegaban a 

perder hasta un 20% de su peso corporal.53

8. Tratamiento de la hiperlipidemia y asterosclerosis

Algunos sulfamatos mostraron tener potente actividad inhibitoria de la Acil Coenzima 

A: colesterol aciltransferasa, una enzima involucrada en el metabolismo del 

colesterol. El agente importante, avasimibe, se encuentra en fase III clínica como 

agente para el tratamiento de la hiperlipidemia y aterosclerosis.
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10. Anti-artritis y osteoporosis.

La artritis es un desorden del sistema inflamatorio caracterizado por un daño 

importante en el tejido conectivo llevando a la destrucción progresiva de huesos y 

cartílagos. 55- 56<57

En los últimos 40 años se han utilizado diversas clases de agentes terapéuticos para el 

tratamiento de la artritis entre ellos corticosteroles adrenergicos y antiflamatorios no 

esteroideos. 55-57■58

El desarrollo de compuestos que actúen inhibiendo la resorción y perdida de la 

materia ósea, es uno de los desafíos. Bisulfamatos como AHR-15010 fue publicado 

como acción antiartritis en ensayos en ratos como único mecanismo de acción.55' 58' 

57 Se postula que la acción resulta del efecto inhibitorio de dicho compuesto sobre 

CAs (específicamente CA II) que esta involucrada en la resorción ósea.59'60 61

11. Sulfamidas

El grupo funcional su/famida ha sido estudiado como inhibidor de la proteasa HIV62-63 

(Figura 10), agonista de los receptores 5-HTid64, (Figura 11) componentes activos de 

análogos de epinefrina65, acción broncodilatadora66 (Figura 12) componentes no 

hidrolizables de peptidomiméticos67, y también como inhibidores de anhidraza 

carbónica.6869'70

Figura 10. Sulfamidas inhibidoras de la proteasa HIV.
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Figura 11. Estructuras generales de sulfamidas con actividad agonista a receptores 5-HTid

Figura 12. Sulfamidas con actividad p-bloqueante.

También han sido evaluadas como inhibidoras de anhidraza carbónica* 2 (Figura 13).

Figura 13. Sulfamidas diversamente sustituidas como inhibidoras de anhidrasa carbónica.

Si bien gran cantidad de sulfamidas se sintetizaron con distintos fines, este grupo 

funcional no estuvo presente en ninguno de los antiepilépticos de uso clínico o en 

vías de desarrollo. Este grupo funcional fue estudiado como anticonvulsivante por 

primera vez en nuestro grupo de trabajo.71'72

En Resumen:

El grupo funcional sulfamato así como la función sulfamida, poseen un gran atractivo 

de posibilidades para el diseño de nuevos agentes farmacológicos, los cuáles por un 

lado, esta relacionado a la diversidades de actividades biológicas que presentan 

siendo muchas de ellas muy importantes.

Sulfamatos como Topiramato, n-butilsulfamato y n-pentilsulfamato y sulfamidas como 

N-butilsulfamida, N-cicIohexilsulfamida, entre otras han sido evaluados como 

inhibidores de Anhidraza carbónica mostrando potente actividad inhibitoria en este 

ensayo /n vitro.
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En el presente trabajo de Tesis se evaluaron entre otros sulfamatos n-butüsulfamato y 

n-pentilsultamato y la sulfamida N-butilsulfamida como anticonvulsivantes resultando 
ser activos frente al MES test. (Capítulo 3)
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Anexo8

ANEXO 8

2D y 3D-QSAR

1. Introducción

La química computacional ha experimentado un 

enorme crecimiento en los últimos años. Ha logrado 

contribuir con nuevos métodos, integrando 

diferentes disciplinas como la informática, 

matemática, física y química orgánica, estadística, 

farmacología y bioquímica. La amplitud de este 

campo se puede ver en el Handbook reciente de 

Química Computacional.1 II Dentro de la química 

computacional, todos los métodos que relacionan la

I SPR: Structure-Properties Relationship.
II QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationship.

El objetivo principal de 

las metodologías QSAR 

es poder predecir 

nuevas estructuras 

químicas, para priorizar 

los esfuerzos en la 

síntesis de nuevos 

ligandos.

estructura molecular con descriptores de propiedades moleculares o actividades

biológicas se pueden agrupar bajo el término (SPR)' Relación estructuras- 

propiedades. Los métodos QSAR" (Relación Cuantitativa Estructura Actividad) son 

un tipo de SPRs ya que relacionan descriptores con la actividad biológica. El 

análisis QSAR es una herramienta utilizada en el Diseño Racional y permite

cuantificar como una variación estructural modifica la actividad biológica. Para 

encontrar una relación entre la estructura molecular y las propiedades hay que 

representar a la estructura molecular a través de parámetros estructurales y/o 

fisicoquímicas denominados descriptores (electrónicos, lipofílicos, esféricos, etc).2 

Luego estos descriptores son usados para modelar la actividad biológica, 

utilizando cálculos computacionales de programas estadísticos de distinta 

complejidad que permiten encontrar ecuaciones matemáticas y relacionar la 

actividad biológica con los descriptores (Figura 1).

Figura 1. Construcción de la relación estructura-propiedad (actividad).
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En las últimas décadas se ha desarrollado una gran variedad de métodos para 

obtener descriptores moleculares.3'4-5

El análisis QSAR puede realizarse sin necesidad de conocer la estructura 

tridimensional del sitio receptor. Para ello, al igual que en la determinación del 

patrón farmacofórico, se debe contar con un conjunto de estructuras que 

manifiesten la misma respuesta biológica o interactúen con el mismo sitio 

receptor.

De esta manera podemos inferir que parámetros o porciones son responsables de 

manifestar una determinada actividad biológica. La ecuación matemática 

resultante nos permite determinar las propiedades que son importantes en la 

distribución sistémica y participan en el mecanismo de acción de un fármaco.

2. 2D-QSAR

Estudiando familias de congéneres, Hansch y Fuyita en 19646, y Hansch,7 pudieron 

demostrar la existencia de una correlación entre la energía libre de unión ligando- 

receptor y la actividad biológica. El modelo extratermodinámico de Hansh 

permitió expresar valores de actividad biológica tales como constantes de 

afinidad, constates de inhibición, etc. con descriptores fisicoquímicas (log P, k, o, y 

factor esférico).

Ecuación extratermodinámica de Hansch

donde 1/C: actividad biológica

Descriptores o parámetros: Son propiedades moleculares calculadas a partir de la 

estructura química (peso molecular, área superficial, coeficiente de partición, 

etc.)

Definición de los descriptores:

Upotttco
Log X = log PRx - log PRh

Hidrotóbico

P=Corg/Cac (P: coef. de partición octanol/agua).

Electrónico

ox = log Kx - log Kh (K: efe disociación)

266



Anexo 8

Al mismo tiempo Free y Wilson8 desarrollaron un modelo matemático que 

relaciona la contribución de los sustituyentes en una molécula (aditividad 

estructural) con la actividad biológica. En este modelo no se utilizan descriptores 

fisicoquímicos sino estructurales. Considera que la contribución de cada 

sustituyente a la actividad es independiente una de otra. Como resultado obtiene 

una ecuación lineal multiparamétrica, que expresa la actividad biológica del 

conjunto en término de contribuciones de los sustituyentes.

Modelo de Free-Wilson

ai = contribución de un grupo sustituyente.

p. = contribución a la actividad del compuesto de 

referencia.

XL X2, X3 = sustituyentes

A partir de estos modelos se han desarrollado distintos modelos para interpretar la 

relación estructura actividad dando lugar a diferentes métodos que se clasifican 

según el tipo de descriptor que se utilice.

Los modelos de análisis 2D-QSAR dan una aproximación de cómo determinados 

parámetros o descriptores fisicoquímicos influyen en la actividad de una familia 

de congéneres. Se obtiene como resultado ecuaciones matemáticas que no 

tienen en cuenta las interacciones espaciales tridimensionales (conformación) 

que ocurren en una interacción fármaco-receptor. Esta limitación es superada por 

el análisis 3D-QSAR.

3. 3D-QSAR

Este método considera las propiedades espaciales de la molécula en estudio en 

lugar de considerar sustituyentes o porciones. Esto significa que da importancia a 

la conformación de la molécula en el espacio para la interacción droga- 

receptor.

Los programas actuales son asequibles y fáciles de usar. La filosofía de la 

metodología 3D-QSAR se basa en que las características más importantes de la 

molécula son su tamaño y forma global (campos esféricos) y sus propiedades 

electrónicas (campos electrónicos). Estos descriptores se independizan de 

parámetros relacionados con la identidad de los átomos de la molécula.
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La metodología 

3D-QSAR/COMFA 
| mide la similaridad

molecular en el 

espacio utilizando 

í descriptores que
|
i no dependen de

I la identidad de los

I átomos de la ¡
molécula.

Definidas estas características es posible estudiar como 

afectan a las propiedades biológicas. La relación 

cuantitativa entre los descriptores y la actividad biológica 

se puede describir haciendo uso de cálculos estadísticos, 

redes neuronales910 o algoritmos genéticos11.

Existen varías metodologías para el estudio 3D-QSAR, pero 

la más utilizada se conoce como CoMFA (Comparative 

Molecular Field Analysis: Análisis Comparativo de Campos 

Moleculares)12. La metodología CoMFA asume que:

• la interacción fármaco-receptor no es covalente

• cambios en la actividad biológica están 

correlacionados con cambios en los campos de 

fuerza esféricos y/o electrostáticos de las moléculas.

Pasos a seguir al utilizar la metodología CoMFA 13

La metodología CoMFA consiste en tres pasos fundamentales:

• Alineación de las moléculas.

• Cálculo de las propiedades o descriptores moleculares.

• Análisis computacional de las relaciones propiedades-actividad.

Procedimiento

❖ El conjunto de prueba (training set) que es el conjunto de las estructuras de 

los compuestos que han sido evaluados biológicamente con el mismo test y 

poseen al menos esa actividad biológica y el conjunto a testear (test set) 

estructuras no incluidas en el training set, deben presentar diversidad 

estructural.

❖ Se deben generar estructuras 3D de todas las moléculas del conjunto de 

datos.

❖ Alinear las moléculas de acuerdo a las propiedades de superficie y el 

farmacóforo, usando por ejemplo el programa Sybyl. En el caso de no contar 

con un farmacóforo se debe utilizar un método computacional para 

identificar una conformación adecuada para la alineación. La alineación de 

las moléculas en la grilla es un requerimiento muy importante en un estudio 

CoMFA. 14

❖ Colocar las moléculas en una caja y generar una grilla que abarque un 

volumen lo suficiente grande como para contener a toda la molécula
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(Figura 1). Cada punto (lattice) de la grilla define una posición en el espacio 

relativa a la molécula.

❖ Agregar un átomo de prueba (generalmente un átomo de hidrógeno o un 

carbono con hibridación sp3) con una carga positiva en uno de los puntos de 

la grilla.

❖ Calcular las propiedades del campo (interacciones esféricas y 

electrostáticas) para cada molécula entre el átomo de prueba y la molécula 

en estudio. Este proceso se repite para todos los puntos de la grilla. Con este 

procedimiento es posible definir propiedades geométricas y electrónicas en 

forma cuantitativa. Los datos obtenidos se tabulan para cada compuesto del 

conjunto (Figura 1, Tabla QSAR). En la tabla cada fila caracteriza una 

molécula y cada columna un descriptor.

❖ Una serie de contornos se pueden dibujar uniendo los puntos de la grilla, 

de valores similares definiendo un valor de corte, de la forma y tamaño de la 

molécula, las que generan numéricamente la línea de contorno más cercana.

Un proceso similar se lleva a cabo para medir las interacciones 

electrostáticas entre el átomo de prueba cargado en cada punto de la grilla 

y la molécula en estudio.

Análisis QSAR

El paso siguiente es relacionar estas propiedades con la actividad biológica de las 

moléculas. Esto es menos sencillo y difiere significativamente de la metodología 

2D-QSAR.

En general en un estudio 2D-QSAR hay relativamente pocas variables 

involucradas con respecto al número de compuestos analizados. Por ejemplo: 

lipofilicidad, el factor n, el factor a, y un factor de tamaño para cada molécula, 

siendo sólo cuatro variables para relacionar con la actividad biológica. En este 

caso estudiando 100 moléculas hay más moléculas que variables es posible 

encontrar una ecuación que relacione las variables con la actividad biológica. En 

la metodología 3D-QSAR las variables para cada molécula son las calculas por 

las interacciones esféricas y electrónicas para cada uno de los cientos de puntos 

de la grilla. Con 100 moléculas en estudio el número de variables sobrepasa 

significativamente al número de estructuras, y no es posible relacionar estas 

variables con la potencia biológica por medio de ecuaciones matemáticas de 

regresión linear como las que se utilizan en 2D-QSAR. Para ello se han desarrollado 
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diferentes programas de análisis estadístico entre ellos se encuentra el PLS (Partial 

Least Square, Cuadrados Parciales mínimos).
Estructuras 3D

Figura 1. Esquema general de aplicación del método CoMFA.(modificado de: 
Donald, B.B.; Lipkowitz, K.B. Review in Computational Chemestry, 1??7, Vol. 11, Chapter 
3, 127.
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PLS y VoMoción cruzada

PLS1516 es un procedimiento estadístico, diferente al utilizado en las ecuaciones 

2D-QSAR (RLM: Regresión Lineal Múltiple), capaz de generar ecuaciones lineales 

robustas a partir de una tabla con más columnas (descriptores) que filas (número 

de compuestos).

donde u= kt k= constante kl, k2, ...kj; j=número de vectores PLS.

Figura 2. Obtención de los vectores PLS.

Esencialmente éste es un proceso computacional analítico, y el cálculo 

matemático del análisis estadístico se basa en la aproximación de mínimos
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parciales (suma vectorial), donde se elige una recta tal que la distancia de los 

puntos a la recta es la menor posible (Figura 2).

Este proceso se repite una y otra vez para tratar de encontrar la mejor ecuación 

que relacione las propiedades biológicas con las diferentes variables 

(descriptores).

Como parte del proceso, el programa reduce el número de variables filtrando 

aquellas que claramente no se relacionan con la actividad biológica. Para ello el 

programa realiza una validación cruzada. En la validación cruzada se llega a una 

ecuación QSAR con un subconjunto de compuestos y se predice con esa 

ecuación la actividad biológica de los compuestos que se dejaron afuera. Un 

procedimiento usado es el LOO (Leave-one-out) donde una estructura es dejada 

intencionalmente fuera del conjunto de prueba.

Una vez que la ecuación QSAR se define esta se comprueba frente a la 

estructura que fue sacada del conjunto de prueba para verificar que la ecuación 

predice la actividad. Estos resultados se reutilizan en otro cálculo, pero ahora la 

estructura que fue excluida se incluye en los cálculos y una estructura diferente se 

deja afuera. Esto devuelve una ecuación mejorada la cuál se testea nuevamente 

frente a la estructura que se dejó afuera, y así el proceso continúa hasta que la 

validación cruzada se realiza frente a todos los compuestos del conjunto de 

prueba (Figura 3).

Figura 3. En la validación cruzada se 

llega a una ecuación QSAR con un 

subconjunto de compuestos y se 

predice con esa ecuación la 

actividad biológica del/los 

compuesto/s que se dejan afuera. 

Los procedimientos que se puede 

utilizar son el LOO (Leave-one-out) 

donde una estructura es dejada 

intencionalmente fuera del conjunto 

de prueba, o cuando se dejan 

afuera varios objetos (validación 

cruzada en grupos).
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Ecuación QSAR

Al final del proceso el programa devuelve una ecuación filtrando aquellas 

variables que no correlacionan con la actividad o cuyo aporte a la ecuación no 

es significativo. Este número de variables óptimo es utilizado en la ecuación QSAR 

final la cuál se calcula incluyendo a todos los compuestos del conjunto de 

prueba.

El proceso obtiene una representación gráfica la cuál muestra cuáles son las 

regiones esféricas y/o electrostáticas importantes alrededor de la molécula para 

la actividad biológica (Figura 1, mapas de contorno).

Un mapa de contornos esféricos muestra una serie de contornos coloreados 

indicando interacciones esféricas que benefician o perjudican a la actividad, 

alrededor de una determinada molécula de las moléculas analizadas. Un mapa 

de contorno similar se usa para las interacciones electrostáticas.

Efecto Hidrofóbico- CoMSIA

En el análisis 2D-QSAR, el factor hidrofóbico es importante y la mayoría de las 

ecuaciones incluyen el valor de log P (coeficiente de partición octanol /agua). El 

calculo del factor hidrofóbico en el análisis 3D-QSAR utilizando el programa 

CoMFA no es posible realizarlo ya que este se basa en los factores esféricos y 

electrostáticos únicamente.

Sin embargo, estudios 3D-QSAR pueden llevarse a cabo teniendo en cuenta el 

factor hidrofóbico. El modelo CoMSIAii¡ (Análisis comparativo de índices de 

similiralidad molecular) calcula indices de similaridad en el espacio alrededor de 

cada una de las moléculas alineadas. Este modelo combina campos esféricos, 

electrostáticos, hidrofóbicos y formación de puente H.17-18<19

Los mapas de contorno derivados de la aplicación de ambos métodos CoMFA y 

CoMSIA permiten entender los requerimientos para la interacción ligando- 

receptor teniendo en cuenta efectos esféricos, electrostáticos, lipofílicos e 

interacciones puente de H.20

4. CoMFA vs 2D-QSAR

Los descriptores QSAR típicos como pKa, o, n, log P, Es, se pueden correlacionar 

con éxito con varios de los descriptores de campo de la metodología CoMFA.21

1,1 Comparative Molecular Similarity Indices Analysis.

!. A. Bcií! '03273



El análisis CoMFA también puede mapear en el espacio tridimensional contornos 

de frontera electrostáticos relacionados a energía del orbital molecular.22 Por lo 

tanto si se puede resolver la alineación de las moléculas correctamente el análisis 

CoMFA puede aportar mayor información con respecto a las propiedades 

moleculares en la interacción droga-receptor que la proporcionada por un 

análisis QSAR convencional si tenemos en cuenta que es capaz de incluir en sus 

descriptores a los del QSAR 2D y además estudiar el espacio tridimensional.

En Resumen:

El análisis 3D-QSAR provee un resumen de cómo los cambios estructurales en una 

droga afectan la actividad biológica. Un modelo 3D-QSAR puede predecir que el 

aumento del volumen en una región particular de una molécula puede aumentar 

la actividad. Esto podría sugerir que excite un bolsillo hidrofóbico que permitiría 

una interacción extra. Sin embargo, también es posible que este efecto esférico 

adicional cause que la molécula se una con una orientación diferente a la de 

otras moléculas en el análisis, y esta sea la razón de su aumento de actividad.
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Anexo 9

Anexo 9

Bioisósteros

La capacidad de un bioisóstero de presentar una actividad biológica similar se le 

atribuye a que comparten propiedades fisicoquímicas comunes.

Bioisóstero: Se define como tales 

a moléculas o grupo de átomos 

(funciones químicas) que 

producen una respuesta 

biológica semejante o 

antagónica al poseer 

propiedades físicas y/o químicas 

análogas.

similares. En base a esto relacionó 21

lo racionalización del concepto de 

bioisóstero por modificación de 

compuestos lideres se remite a Langmuir en 

1919 y esta relacionada con la similitud que 

encontró en las propiedades fisicoquímicas 

de átomos, grupos, radicales y moléculas.1 

Langmuir comparó las propiedades físicas 

de varias moléculas como N2 y CO, N2O y 

CO2, N3 y NCO- y encontró que eran 

grupos de isósteros. Aplicando la regla del 

octeto dedujo que el número y arreglo de electrones en estas moléculas son los 

mismos.

Una extensión de este concepto la introdujo Grimm en 1925 con la Ley de 

Desplazamiento de Hidruros de Grimm.2'3

Esta Ley dice” Átomos en cualquier sitio de la Tabla Periódica hasta cuatro lugares 

antes de un gas inerte, cambia sus propiedades por unión con I a 4 átomos de 

Hidrógeno, de tal forma que la combinaciones resultantes se comportan como 

pseudoátomos los cuáles son similares a los elementos situados en los grupos I a 4 

lugares respectivamente, a su derecha.” Tabla 1.

Tabla 1. Ley de desplazamiento de Hidruro de Grimm.

c N O F Ne Na
CH NH OH FH -

CH2 NH2 OH2 FH2+
ch3 NH3 oh3+

CH4 nh4+

Erlemmeyer amplió la clasificación de Grimm y redefinió a los isósteros como 

átomos, iones, y moléculas en donde la capa externa de electrones se considera 

idéntica.4

La aplicación del concepto de isosterismo para modificar la actividad biológica, 

dio lugar al termino bioisosterismo.



Friedman5 definió bioisoteros como todos los átomos y moléculas que encajan 

con la definición de isósteros y tienen un tipo similar de acción farmacológica, la 

cuál puede ser también antagonista.

• Clasificación

Se puede clasificar a los bioisósteros como clásicos y no clásicos.6Los bioisósteros 

clásicos se refieren a aquellos átomos, o grupos cuyos isóteros están dentro de la 

definición de la Ley de desplazamiento de Grimm y Eriemmeyer.

Estos a su vez se clasifican en:

• Átomos o grupos monovalentes

• Átomos o grupos divalentes

• Átomos o grupos trivalentes

• Átomos tetra sustituidos

• Anillos equivalentes

Los bioisósteros no clásicos no obedecen a la definición estérica y electrónica de 

la Ley de desplazamiento de Grimm y Eriemmeyer. Se caracterizan por no poseer 

el mismo número de átomos o grupos que la porción que esta siendo 

reemplazada.

Estos se dividen también en subgrupos:

• Estructuras cíclicas y no cíclicas

• Grupos intercambiables

Ejemplos de grupos bioisósteros intercambiables no clásicos, se muestran en la 

Tabla 27, éstos están relacionados a los bioisósteros no clásicos usados en este 

trabajo de Tesis.

Tabla 2. Bioisósteros no clásicos del Grupo amida.

Grupo Bioisóstero Fórmula
Amida -NHCO-
Amida invertido -CONH-
Tioamida -NHCS-
Homólogo de amida -CH2NHCO-
Cetometileno -COCH2-
Urea -NHCONH-
Metilenamina -CH2NH-
Carbamato -NHCO2-
Tiocarbamato -NHCOS-
Ester -CO2-
Sulfonamida -NHSO2-
Hidroxietileno -CH(OH)CH2-
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