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COMO NACE UN PARADIGMA?

Un grupo de cientificos colocé cinco monos en una jaula, en cuyo
centro colocaron una escalera y, sobre ella, un monton de bananas.
Cuando un mono subia la escalera para agarrar las bananas, los
cientificos lanzaban un chorro de agua fria sobre los que quedaban
en el suelo.

Después de algun tiempo, cuando un mono iba a subir la escalera,
los otros no dudaban en golpearlo.

Pasado algun tiempo mds, ningun mono subia la escalera, a pesar de
la tentacion de las bananas. Entonces, los cientificos sustituyeron
uno de los monos. La primera cosa que hizo fue subir la escalera,
siendo rdpidamente bajado por los otros, quienes le pegaron.
Después de algunas palizas, el nuevo integrante del grupo ya no
subié mas la escalera.

Un segundo mono fue sustituido, y ocurrié lo mismo. El primer
sustituto participo con entusiasmo de la paliza al novato. Un tercero
fue cambiado, y se repitio el hecho. El cuarto y, finalmente, el ultimo
de los veteranos fue sustituido.

Los cientificos quedaron, entonces, con un grupo de cinco monos
que, aun cuando nunca recibieron un bario de agua fria,
continuaban golpeando a aquel que intentase llegar a las bananas.
Si fuese posible preguntar a algunos de ellos por qué le pegaban a
quien intentase subir la escalera, con certeza la respuesta seria:

"No sé, las cosas siempre se han hecho asi aqui..."

Suena conocido?

ojald que no...

el hombre de ciencia NUNCA deberia creer y acomodarse a las
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“@ INTRODUCCION <

En su afian por lograr una mejor calidad de vida, el
hombre ha estudiado y adaptado no sélo a su entorno, sino
también a él mismo. Muchas son las metas que ha alcanzado,
pero en nuestra era, el surgimiento de nuevas drogas ha sido
el principal y mayor responsable de disminuir la morbilidad y
mortalidad humanas, mas que cualquier otro esfuerzo
cientifico.

Los farmacos han mejorado radicalmente la calidad de
vida del hombre, a todas las edades y en distintos sectores
socioecondmicos.

Las drogas pueden ser descubiertas de muchas formas
distintas. A veces se descubren por accidente. También
pueden surgir de la variacion estructural de compuestos ya
conocidos, a los cuales se les quiere mejorar su potencia, o
bien disminuir sus efectos colaterales o adversos. Otras veces
se realiza la evaluacion farmacolégica de un gran nimero de
farmacos ya establecidos con el objeto de encontrarles nuevas
acciones. Pero hoy en dia las drogas se desarrollan
fundamentalmente como parte de un esfuerzo organizado
para descubrir nuevas formas de tratar determinadas
enfermedades. Esta ultima situacion constituye el Diserio
Racional, que comienza con la comprension del proceso
fisiopatologico en si.

El conocimiento, a nivel molecular, de los ligandos
fisiolégicos y de las drogas que los imitan, asi como también
el conocimiento de la estructura tridimensional de los
receptores ¢ enzimas con los que interactian es de vital
importancia. Una vez conocidos estos objetivos bioldgicos, se
pueden disefiar entidades quimicas que interaccionen con una
determinada region de la macromolécula y asi influencien
especificamente un determinado proceso patologico.

El disefio implica el manejo de gran cantidad de
informacion. Debido a ello, se aborda frecuentemente
mediante el estudio teérico de las moléculas implicadas en la
interaccion droga-receptor, usando la informacién recabada
para el disefio de nuevas moléculas. En este marco, el empleo
de computadoras se ha convertido en un requerimiento
fundamental de este proceso. Por esta razon, muchas veces se
asocia al Disefio Racional con el Disefio Asistido por
Computadoras (CADD - Computer Aided Drug Design).
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Pero no hay que perder de vista el hecho de que el CADD
depende criticamente de variadas técnicas experimentales,
tanto en las etapas de sintesis organica, en el empleo de
metodologias  biologicas asociadas a la evaluacion
farmacologica de las drogas, y en el uso de técnicas fisicas de
cristalizacién y espectroscopia que proveen los parametros
experimentales a usar en los célculos. Pero
fundamentalmente, tanto el CADD como el Disefio Racional
en si, dependen de la sabiduria del quimico medicinal para
interpretar y utilizar estos resultados.

El Disefio Racional de Drogas ya estd dando sus
frutos. Esto se debe al constante desarrollo y avance del
conocimiento intimo de los procesos fisioldgicos de las
enfermedades y las drogas, asi como de sus interacciones con
los sitios receptores. Sin embargo, hay todavia muchos
puntos oscuros, y un amplio espectro de objetivos
terapéuticos sobre los cuales trabajar. Un ejemplo claro de
esta situacién lo constituye el principal desorden neurolégico
que afecta al ser humano (luego del accidente
cerebrovascular o apoplejia): la epilepsia. No se conocen con
exactitud los mecanismos bioquimicos que conducen a las
descargas eléctricas excesivas que ocurren en las neuronas
durante una convulsion epiléptica, aunque si se sabe de la
ocurrencia de varios eventos anormales, como asi también de
los efectos que producen en la respuesta convulsiva
determinadas drogas con mecanismos de accion conocidos.

No sélo el elevado nimero de personas en el mundo
que sufren de epilepsia justifica ampliamente la investigacion
profunda en esta area. También el hecho de que en un alto
porcentaje de pacientes, los tratamientos disponibles
actualmente estan lejos de resultar 6ptimos, define una razén
indiscutible para la bisqueda intensiva de nuevos farmacos
para mitigar este mal. Ademas, el panorama se ve agravado
en paises en vias de desarrollo, en donde ciertas
enfermedades, complicaciones prenatales y malnutricion, son
factores de gran incidencia en la poblacion y que
frecuentemente conducen a daiio cerebral y epilepsia.

Es dentro de este contexto que surge la idea de
estudiar, en forma interdisciplinaria, el problema del
descubrimiento de nuevas drogas antiepilépticas. Se utilizan
para ello técnicas asociadas al disefio racional de drogas y
también metodologias de CADD, con el objeto de lograr un
enfoque global. Asi, el tema del surgimiento de nuevos
farmacos anticonvulsivos o antiepilépticos se aborda desde
un punto de vista tedrico — experimental, de manera que
confluyen en esta investigacion resultados derivados de
disciplinas tales como:
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v' la quimica orgadnica, a través del empleo de
técnicas experimentales para la sintesis,
aislamiento, purificacién y caracterizacion
de las drogas;

v' la farmacologia, mediante la aplicacién de
ensayos in vivo e in vitro para dilucidar la
potencia biologica de las drogas; y

v’ la quimica computacional, en el estudio
tedrico de las propiedades moleculares de las
drogas y el planteo de hipétesis relacionadas
al disefio racional.

En este trabajo se detallan los resultados y
conclusiones obtenidos mediante la aplicacion de las dos
ultimas disciplinas, vale decir la farmacologia experimental
y el estudio teorico de las drogas sintetizadas en nuestro
Laboratorio de Farmacoquimica de la Facultad de Ciencias
Exactas (UNLP), asi como también de otras series de
Jfarmacos relacionados, con el objeto de sacar conclusiones
sobre las caracteristicas de las estructuras que explican el
origen de su actividad bioldgica.

Asi, la esencia del presente trabajo radica no sélo en
el aporte de conocimiento sobre las interacciones droga-
receptor, fundamentalmente en cuanto al planteo de los
requisitos asociados a distintas acciones anticonvulsivas
(grupos farmacofdricos), sino también en el disefio racional
de potenciales nuevas drogas antiepilépticas en base a la
comprension de estos requerimientos. Las distintas acciones
anticonvulsivas analizadas se refieren tanto a la consideracion
de la potencia in vivo (la habilidad de proteger frente a las
convulsiones provocadas por el Electroshock Maximo y por
el agente convulsivo Pentilentetrazol), como asi también a la
capacidad de interaccionar especificamente con determinados
sitios receptores, como los canales de sodio neuronales o los
receptores metabotrépicos de glutamato.
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@ OBJETIVOS Y DESARROLLO DE ESTA
INVESTIGACION @

En los capitulos 1, 2 y 3 se analizan cuestiones
relacionadas al descubrimiento de nuevos farmacos y a la
eleccion de nuestro objetivo terapéutico, la epilepsia,
precisando los problemas relacionados a los tratamientos
disponibles actualmente. En los capitulos siguientes se
detallan los resultados del trabajo realizado en esta area.

Sobre la base de lo expuesto en la introduccion, es
posible definir los objetivos del presente trabajo de esta
manera:

v objetivo 1: planteo de una merodologia
indirecta de disefio racional y eleccion de un
conjunto inicial de trabajo.

Se elige al acido valproico como
compuesto lider sobre el cual realizar
modificaciones tendientes a optimizar su
estructura (seccion 1 del capitulo 4).
Luego se procede a efectuar una
intensiva recopilacion bibliografica con

el objeto de plantear las variaciones més
convenientes (seccion 2 del capitulo 4),
y por ultimo se sintetizan (seccion 3 del
capitulo 4) y evalian
farmacolégicamente estas nuevas
estructuras (secciones 4-6 del capitulo 4).

v' objetivo 2: planteo de Relaciones Estructura
- Actividad (farmacoforo).

Un perfil farmacolégico comin, como
lo es la accién protectora frente a las
convulsiones provocadas por el
Electroshock Maximo, define un
conjunto de estructuras relacionadas
dentro del cual se incluye a la droga de
uso clinico fenitoina (seccion 6 del
capitulo 4), que constituye un analogo
rigido.



Objetivos

El estudio tedrico computacional permite
definir un farmacéforo relacionado a
esta accion farmacoldgica in vivo
(seccion 7 del capitulo 4).

v objetivo 3: disefio de nuevas estructuras.

En base al conocimiento adquirido, se
disefian nuevas estructuras (seccion 8 del
capitulo 4). Estas se someten al estudio
tedrico para definir si cumplen los
requisitos necesarios para manifestar
actividad biologica, se sintetizan y
evaliian farmacologicamente (seccion 9
del capitulo 4), a fin de corroborar el
disefio planteado.

v' objetivo 4: planteo de Relaciones Estructura
— Actividad Cuantitativas.

La obtencion de datos cuantitativos
(ED50s) para las drogas evaluadas
permite el calculo de relaciones
matematicas que vinculan la actividad
biologica con descriptores moleculares
(seccion 10 del capitulo 4), a partir de las
cuales se hacen inferencias sobre las
caracteristicas de la interaccion droga-
receptor.

v" objetivo S: andlisis de estructuras que actuan
por mecanismos de accion especificos:
planteo de una metodologia indirecta de
diseiio racional, eleccion de un conjunto
inicial de trabajo, y planteo de relaciones
estructura - actividad (farmacdforo)

Al ser fenitoina el prototipo de las drogas
antiepilépticas que actian
especificamente por blogueo de los
canales de sodio neuronales, se enfoca
un estudio tedrico hacia el planteo de un
grupo farmacé6foro asociado a esta accion
(capitulo 5).




Objetivos

Dentro del contexto del desarrollo de
nuevos farmacos antiepilépticos, se
aborda la temética relacionada al
decremento de la neurotransmision
excitatoria, orientando el estudio tedrico
a la determinacién de las caracteristicas
relacionadas con una accion antagonista
sobre los receptores metabotrépicos de
glutamato mGluR1. (capitulo 6).




@ CAPITULO1 =

DESCUBRIMIENTO DE NUEVAS DROGAS

Antiguamente los medicamentos consistian
principalmente en hierbas y pociones. No fue sino hasta
mediados del siglo XIX que surgi6 el interés por conocer las
causas del resultado beneficioso que se obtenia gracias a la
administracion de estos remedios en forma empirica. Asi,
comenzaron a realizarse serios esfuerzos por aislar y purificar
sus principios activos'. De esta manera, cobraron fundamental
importancia y se fueron desarrollando las metodologias
asociadas al descubrimiento de nuevas drogas. Los productos
naturales derivados de plantas y microorganismos, o aquellos
compuestos lideres* desde un punto de vista bioquimico, o
bien los surgidos simplemente por azar, han sido
estructuralmente modificados con el fin de obtener andlogos
con una actividad mejorada y/o menores efectos adversos’.

Aunque durante décadas, e inclusive actualmente, las
nuevas drogas han surgido sin necesidad de conocer el
mecanismo de accion por el cual funcionan, en los Gltimos
afios, los paradigmas del descubrimiento de drogas cambiaron
significativamente. Nace entonces el Disefio Racional de
farmacos, basado en el conocimiento a nivel molecular de los
sucesos bioquimicos que median el proceso patologico. Las
antiguas estrategias de prueba y error son reemplazadas por
otras con fundamentos logicos. El desarrollo de nuevas
tecnologias en diversos campos, tales como la tecnologia
genética o el CADD (Computer Aided Drug Design*),
enriquecieron con sus aportes al Disefio Racional de nuevas
drogas’.

Asi, el mayor aporte de la tecnologia genética lo
constituye la expresion de proteinas de importancia
farmacolégica, que pueden ser usadas para sistemas de

* se denomina /ider a aquella estructura que presenta la mejor actividad
biologica dentro de una serie, pero que atn es plausible de optimizarse, ya
sea en cuanto a su potencia o en cuanto a la reduccion de sus efectos
secundarios

* Computer Aided Drug Design: disefio de drogas asistido por
computadora
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screening® o bien para la determinacion de la estructura 3D
por métodos cristalograficos o técnicas NMR.

El CADD constituye uno de los mas prominentes
desarrollos relacionados con el Disefio Racional de drogas.
Mediante la simulacion tedrica de los eventos bioquimicos se
llega a un mayor entendimiento de estos procesos a nivel
molecular. Lograda esta comprension, se procede a la fase
experimental de comprobacion, con el consiguiente ahorro de
tiempo y esfuerzo.

Ya han surgido varias drogas en base a este proceso
racional de descubrimiento de estructuras activas. Entre ellas
se pueden mencionar a los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina®, la cimetidina* y la pralidoxima’.
Sin embargo, las estrategias clasicas y el azar siguen jugando
un papel muy importante. La gran mayoria de las drogas en el
mercado fueron desarrolladas mediante una combinacion de
disefio racional, prueba y error, y buena suerte’. Pero
fundamentalmente el rol esencial en el descubrimiento de
nuevas drogas lo ha tenido y lo seguira teniendo el quimico
medicinal a través del criterio basado en el conocimiento
integral del tema, abarcando desde las estrategias de
planificacién de una sintesis organica hasta el uso de
programas de quimica computacional para el estudio tedrico
de una estructura, pasando por las técnicas de evaluacion
farmacologica para determinar distintos tipos de actividad
biolégica.

A continuacion se discutiran las distintas estrategias de
surgimiento de las nuevas drogas utilizadas actualmente, desde
los clasicos métodos de aislamiento de productos naturales y
screening farmacolégico, hasta las mas recientes técnicas
relacionadas con el Disefio Racional. Ademas, se hara hincapié
en uno de los puntos mas importantes en el proceso del
descubrimiento de nuevas drogas: la eleccion de un ensayo
biolégico adecuado para la evaluacion farmacologica de los
compuestos.

Drogas surgidas a partir de productos naturales.

Los principios activos derivados de plantas han sido la
fuente mas importante de nuevas drogas®™®, destacandose por
ejemplo el aislamiento de morfina de la amapola, ya en 1806.
Otro importante recurso ha sido el aislamiento de metabolitos
secundarios de los microorganismos, como los potentes
antibiéticos aislados de caldos microbianos y flingicos.
Aunque en menor medida, también las toxinas animales tales

* el screening farmacolégico es la evaluacion de la capacidad de los
compuestos de manifestar actividad frente a distintos tests biologicos



Figura 1.1
Taxol,
epibatidina

y artemisina son
algunas de las
tantas drogas
que muestran la
importante
diversidad
estructural
encontrada en
la naturaleza.

Descubrimiento de Nuevas Drogas

como los venenos de serpientes han constituido estructuras
lideres para el desarrollo de nuevas drogas.

Sin embargo, el aislamiento de estos principios
activos y la subsiguiente elucidacion de sus estructuras
significa un enorme esfuerzo. Este hecho ha contribuido al
gran auge de las técnicas de ensayos bioquimicos rapidas y
ultrarrapidas y superminiaturizadas, conocidas como high y
ultrahigh  throughput  screening (HTS 'y uHTS,
respectivamente)*, empleando compuestos provenientes de
diversas bibliotecas estructurales. Especialmente esta ultima
técnica de evaluacion bioldgica goza de un gran
predicamento en la industria farmacéutica, debido a su
simplicidad y rapidez. No obstante, si se considera la
diversidad de estructuras quimicas encontradas en la
naturaleza, en relacion a la escasa variacion estructural que
presenta atn la mas importante de las bibliotecas de quimica
combinatoria, no es arriesgado predecir que la naturaleza
siempre sera la principal fuente de nuevas moléculas’.
Ejemplos de la real diversidad estructural revelada por los
productos naturales lo constituyen las recientemente surgidas
drogas lideres, de origen vegetal y animal, taxol (un agente
anticancerigeno)”'®, artemisinina  (un antimalarico)'™'? y
epibatidina (un potente analgésico)'>'* (Figura 1.1)
Anticancerigenos como los alcaloides de vinca (Catbarentbus
roseus) y discodermalide, aislado de la esponja del mar

artemisinina

I\
AN epibatidina
caribe  Discodernia disoluta también ilustran esta

diversidad"’.

Hallazgos por azar.
La suerte siempre jugé un papel importante en el
surgimiento de nuevas drogas. Los dos mejores ejemplos de

* HTS (high-throughput screening) se refiere a técnicas de testeo in vitro
automatizado de grandes cantidades de compuestos simultineamente,
mediante el uso de varios ensayos bioquimicos cuyos efectos son
facilmente detectados y medidos (por ejemplo mediante una reaccion
enzimatica que provoca un cambio de color, o el desplazamiento de
ligandos radioactivos) [MC].
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descubrimientos azarosos son probablemente la penicilina y el
clordiazep6xido®.

En el primer caso, Fleming tuvo a su favor la
casualidad de que la cepa de Penicillium que infect6 su cultivo
bacteriano fuera una de las pocas productoras del antibi6tico.
Por otro lado, se conjugaron condiciones de tiempo vy
ambientales adecuadas permitiendo el crecimiento simultaneo
de ambos organismos y la observacion de la accion antibitica.
Pero fundamentalmente, no puede dejar de considerarse el
mérito de quien fue capaz de deducir las conclusiones
correctas a partir de este experimento no planeado'®.

En forma semejante, Sternbach trabaj6 por aiios en el
descubrimiento de un tranquilizante con una nueva estructura,
sin lograr su objetivo. Recién cuando se dispuso a dar por
finalizados sus esfuerzos, al ordenar su laboratorio, encontrd
unos cristales y los ensay6 en animales aunque sin esperanzas
de hallar buenos resultados. Sin embargo, no sélo la actividad
fue positiva sino que la estructura del compuesto era distinta
del esperado producto de reaccion. Se trataba del primer
tranquilizante derivado de benzodiazepina, el
clordiacep6xido'’, uno de los raros ejemplos en donde la
primer estructura cabeza de serie fue lider y lleg6 a ser usada
en terapéutica.

Muchos otros ejemplos de hallazgos por azar se
describen en la literatura'®'®'*?°, tales como el antipirético
fenacetina, el laxante fenolftaleina, el neuroléptico haloperidol,
el antidepresivo imipramina, ¢ inclusive el antiepiléptico acido
valproico, cuyas variaciones constituyen uno de los temas
centrales de esta Tesis. A pesar de haber sido sintetizado en
1882%', la actividad anticonvulsiva del acido valproico no fue
descubierta sino hasta 1963, en forma fortuita. Meunier,
trabajando en el laboratorio de G. Carraz, usé acido
dipropilacético (acido valproico) como vehiculo para disolver
los principios activos destinados al ensayo de actividad
anticonvulsiva. Los resultados condujeron a la evaluacion del
acido valproico puro y a la confirmacién de su capacidad de
proteccion frente a las convulsiones inducidas con el agente
convulsivo pentilentetrazol”>. Los primeros ensayos clinicos se
reportaron en 1964> y el 4cido valproico se comenzé a
comercializar en 1967 en Francia y en 1978 en los Estados
Unidos, para el tratamiento de la epilepsia®.

Screening.

El screening farmacologico consiste en la bisqueda de
un determinado tipo de actividad bioldgica, mediante el
empleo de ensayos especificos para dicha acciéon, en un
conjunto de estructuras quimicas. Estas estructuras pueden ser
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tanto compuestos novedosos como sustancias enddgenas o
drogas empleadas para otras afecciones.

La observacion de que algunos pigmentos tenian alta
afinidad por microorganismos patégenos, condujo a su ensayo
para esclarecer si contaban con algun potencial terapéutico. En
1891, Erlich curé a dos pacientes enfermos de malaria
mediante la aplicacion de azul de metileno. La primer
sulfonamida fue la sulfacrisoidina (el colorante prontosil), la
cual representdé un adelanto fundamental en la terapia
antibacteriana, y se hizo mundialmente famosa tras salvar la
vida del hijo del presidente norteamericano Roosevelt quien
estaba a punto de morir de una severa infeccidon por
estreptococos. Asi, el screening en masa comenzd con el
cotejo de la actividad antibacteriana de miles de sulfonamidas
diferentes.

En las décadas siguientes, muchos programas de
descubrimiento de drogas se basaron en el screening masivo
de compuestos en diversos modelos farmacoldgicos.
Posteriormente se incorporaron los sistemas in vitro de uniéon a
receptores. Mas de 50 nuevas drogas, entre ellas analgésicos,
antihistaminicos, neurolépticos y antidepresivos, surgieron a
partir de esta estrategia.

Paralelamente al progreso del disefio racional, que
incluia metodologias como los andlisis QSAR*, el modelado,
y el CADD, sobrevino la declinacion en el uso del screening
clasico. Las estructuras de las potenciales nuevas drogas
comenzaron a planificarse mas cuidadosamente.

Actualmente las estrategias de screening se han
incrementado, ya que la quimica combinatoria aporta un
numero considerable de estructuras para ser evaluadas, lo que
requiere una alta capacidad de evaluaciones bioldgicas. Sélo
los sistemas HTS y uHTS? pueden aportar soluciones a estos
desafios, gracias a su enorme capacidad que permite la
evaluacidn de miles de compuestos o mezclas de ellos por
semana. Sin embargo, el proceso de optimizaciéon de las
estructuras que demostraron una actividad biologica
interesante, seguirda dependiendo de las metodologias
farmacologicas mas rigurosas y laboriosas, y de la habilidad,
experiencia e intuicién de los quimicos medicinales’.

Eleccion de los ensayos bioldgicos

La eleccion de un ensayo bioldgico apropiado para la
evaluacion farmacologica de los compuestos es crucial en el
éxito de cualquier programa de desarrollo de drogas.

* QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationships (Relaciones
Estructura-Actividad Cuantitativas)
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Hay varios factores a tener en cuenta en el momento de
decidir qué ensayo es el mas conveniente. En primer lugar el
ensayo debe ser rapido y simple, porque generalmente es
necesario evaluar un gran numero de compuestos en un
periodo de tiempo razonable. Ademas, debe poseer poder
discriminante, es decir que debe ser capaz de diferenciar
compuestos promisorios de los que no lo son. Por altimo, el
ensayo adecuado es aquél que presente relevancia clinica, en
cuanto a que debe haber una correspondencia entre la medida
del efecto biologico y la actividad clinica requerida.

Las evaluaciones bioldgicas a utilizar en las etapas
tempranas del desarrollo de una nueva droga pueden realizarse
in vivo o in vitro. Los ensayos in vivo emplean animales
enteros, vivos, y frecuentemente consisten en la induccion de
una condicién clinica que provoque sintomas observables.
Luego el animal se trata con la droga para ver si ésta elimina o
reduce los sintomas. Los ensayos in vitro emplean tejidos
especificos, células o proteinas. Asi, los inhibidores
enzimaticos pueden probarse directamente frente a la enzima
pura en solucién, o bien los agonistas o antagonistas de un
dado receptor pueden evaluarse frente a tejidos aislados o
células que expresen dicho receptor en su superficie. En
general, cuando se utilizan tejidos se mide como respuesta
algun efecto fisiologico, mientras que en el caso de la union a
receptores se utilizan ligandos radioactivos para la
cuantificacion de la respuesta’ (ensayos de binding*).

Cada tipo de técnica de ensayo farmacologico
presenta sus ventajas y desventajas. Por un lado, los ensayos
in vivo pueden traer aparejadas ciertas complicaciones, en
cuanto a que frente a un resultado negativo no es posible
saber si se debe a que la droga falla en la unién al receptor, o
si directamente no es capaz de llegar al sitio de accion debido
a efectos de ADME*. Ademas, es posible que las distintas
especies presenten resultados diferentes, y por ende no se
puedan extrapolar los datos obtenidos en animales a la
eficacia en humanos. Pero por otro lado, los ensayos in vitro
frecuentemente presentan desventajas ain mas criticas, que
surgen del hecho fundamental de que se quiere obtener una
droga efectiva, y no sélo un compuesto que se una
perfectamente a su receptor. De nada sirve lograr una
estructura con una alta afinidad por un dado sitio activo, pero
que no pueda sintetizarse 0 que no sea capaz de llegar a su
receptor cuando se administra al ser vivo. El objetivo
buscado en el disefio de una droga es que ésta logre
sobrevivir el tiempo suficiente como para mostrar el efecto

* binding: reconocimiento
* ADME: Administracion, Distribucién, Metabolismo y Excrecién
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deseado, y que luego se excrete sin haber generado
metabolitos toxicos, una vez logrado este efecto. Otra
complicacion surge del hecho de que a menudo una
determinada enfermedad involucra la participacion de varios
receptores simultaneamente, y consecuentemente una accion
positiva in vitro frente a un receptor especifico no
necesariamente indica que la droga sera eficaz. Por todas
estas razones es que muchas de las drogas que mostraron una
potencia elevada al ensayarse in vitro, resultaron ser
totalmente inactivas in vivo'.

Optimizacion de la estructura lider

Una vez que una nueva estructura ha sido identificada,
se procede a su modificacion con el objeto de mejorar sus
propiedades farmacologicas.

Pueden postularse varias formas de optimizacién de
una estructura. Las conocidas como metodologias clésicas son
procedimientos que consisten en introducir variaciones de
sustituyentes, contracciones o expansiones de anillos o
cadenas, fusiones de anillos, cambios bioisostéricos,
simplificacion o rigidizacion de la estructura. Es muy
importante que estos cambios no se hagan a ciegas, sino que
durante el planteo de las variaciones estructurales se tenga en
cuenta la estructura tridimensional de los nuevos compuestos y
la distribucion espacial de los grupos. Tampoco debe
descuidarse la flexibilidad conformacional de los ligandos.
Mientras que muchas drogas son compuestos rigidos, muchos
neurotransmisores y hormonas peptidicas son muy flexibles,
pudiendo adoptar diversas conformaciones y unirse a
diferentes receptores y subtipos de receptores. En el primer
caso son utiles las estrategias vinculadas por ejemplo a la

remocion de anillos o diseccion de la

0n_-OH  molécula como las empleadas para el estudio

z de la estructura policiclica de la morfina. En

el caso de las moléculas flexibles se procede

a su rigidizacién, ejemplo de esto es la

insercion de la estructura del GABA (acido v-

gabapentin aminobutirico) en un sistema ciclico®®?78%°
(Figura 1.2).

Al momento de optimizar la estructura del lider deben
tenerse en cuenta caracteristicas fisicoquimicas mas alla de las
puramente estructurales. Las drogas deben presentar un
equilibrio entre sus propiedades hidrofilicas e hidrofébicas.
Las drogas demasiado polares se excretan muy facilmente por
el rifién y no atraviesan facilmente las barreras lipidicas de las
membranas celulares. Por otro lado, las drogas muy lipofilicas

NH
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son poco solubles en agua y por lo tanto pobremente
absorbidas en el tracto gastrointestinal, en donde tienden a
coagular en globulos lipidicos que no pueden interaccionar con
la pared intestinal. Aun cuando pueden llegar al torrente
sanguineo, frecuentemente son removidas y almacenadas en
tejidos grasos del cuerpo. Por lo tanto, la hidrofobicidad
Optima frecuentemente debe ser una solucién de compromiso
entre ambos efectos’.

En relacion al transporte, cobra importancia el
desarrollo de prodrogas, con el objeto de evitar algunas de las
propiedades no deseadas de las drogas, constituyendo otra
forma de optimizacion. El hecho de desarrollar formas de
transporte que favorecen la distribucion de la droga en el sitio
especifico de acciéon, favorece su localizacion con la
consiguiente disminucion de las dosis necesarias para
manifestar un mismo efecto, y por lo tanto también de los
efectos colaterales.

El impacto de la tecnologia genética
en el descubrimiento de drogas

La tecnologia genética agregd nuevos modelos a la
investigacion en el descubrimiento de drogas, cubriendo
distintos aspectos’.

Los métodos de ingenieria genética fueron inicialmente
usados para la produccion de proteinas humanas en forma
pura y en cantidades suficientes para su uso terapéutico. El
primer ejemplo lo constituyé la insulina humana obtenida de
E. Coli en 1982.

La terapia génica en humanos, un objetivo muy
atractivo desde el punto de vista tedrico, pero también
controversial, es una técnica terapéutica en la cual se introduce
un gen funcional dentro de células somaticas de un paciente
para corregir un gen defectuoso o para introducir una funciéon
biologica ausente. La farmacogenomia se refiere a farmacos
disefiados de acuerdo al gen del paciente. Consiste en el uso
de la informacion genética para predecir la eficacia,
seguridad, y la toxicidad de una droga en un paciente
individual o un grupo de pacientes.

Los animales transgénicos constituyen una
refinada herramienta para probar el potencial terapéutico de
determinados fargets® biolégicos y para elucidar su rol en
ciertos estados fisiopatologicos de una enfermedad. Se han
obtenido, por ejemplo, animales que padecen Alzheimer®, lo

31,32

33,34

* se denomina “targer” o “blanco” biolégico a la proteina, ya sea enzima,
receptor o canal iénico sobre la que se esta trabajando
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cual significa una importante contribucién al desarrollo de
terapias especificas contra esta enfermedad.

Una vez que un tfarget bioldgico y su relevancia para la
terapia humana han sido identificados, la produccion de esta
proteina para sistemas de screening o para la elucidacion de su
estructura, es probablemente el aporte mas importante de la
tecnologia genética al descubrimiento de drogas. En rasgos
generales, la metodologia consiste en el aislamiento inicial del
gen que codifica para determinada proteina humana, enzima o
receptor, y la determinacion de su secuencia. Luego, se
construye un vector apropiado para transferir la informacion
genética a células vivas, con el objeto de producir cantidades
de proteina suficientes. Mientras que la produccion puede
resultar relativamente simple y directa para algunas enzimas,
ésta se torna complicada en el caso de receptores y otras
proteinas complejas. Un correcto folding y glicosilacion son
los criterios fundamentales para la eleccion del sistema de
expresion. Especialmente el sistema baculovirus / células de
insecto proporciona un alto nivel de expresién, inclusive de
multisubunidades proteicas activas, mediante la co-expresion
de diferentes genes en la misma célula. Una vez construido el
vector apropiado y establecido el sistema de expresion
adecuado que garanticen una proteina funcional activa, el resto
es relativamente rutinario. Generalmente la produccién, el
aislamiento y la purificacién proporciona suficiente cantidad
de la proteina para el ensayo bioldgico y para experimentos de
cristalizacién. Si la cristalizacion es exitosa, las técnicas de
rayos X permiten la determinacion de la estructura
tridimensional de la proteina y atn de los complejos con sus
ligandos. Las proteinas pequeiias pueden incluso investigarse
en solucion, mediante técnicas NMR multidimensionales?.

EL USO DE LA QUiMICA COMPUTACIONAL
EN EL DESCUBRIMIENTO DE DROGAS

Las computadoras son una herramienta esencial que
ha contribuido de manera significativa al desarrollo logrado
en muchas 4areas del conocimiento cientifico, pero
particularmente han ayudado en la quimica medicinal
moderna y se destaca especialmente la importante
contribucion realizada en el descubrimiento y el desarrollo de
nuevas drogas. Gran parte de los resultados asociados al
Disefio Racional pudieron lograrse gracias a la quimica
computacional. Las operaciones llevadas a cabo en el
modelado molecular involucran el uso de programas y
algoritmos que calculan datos relacionados a la estructura y

e
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propiedades de las moléculas. Los métodos computacionales
que realizan estos cdlculos pueden dividirse en dos grandes
categorias: métodos de Mecanica Molecular (MM) y métodos
Quimico Cudnticos (QC).

Métodos de Mecdnica Molecular

Estos métodos emplean ecuaciones que siguen las
leyes de la fisica clasica y se aplican a los nicleos sin
consideracion de los electrones. En esencia, la molécula es
tratada como una serie de esferas (los atomos) conectadas por
resortes (los enlaces). Las ecuaciones, derivadas de la
mecanica clasica, interpretan las diferentes interacciones y
energias como resultantes del alargamiento de enlaces,
flexion de angulos de enlace, energias torsionales, e
interacciones lejanas. Estos céalculos requieren el uso de
parametros almacenados dentro de los programas y que
describen las interacciones entre distintos tipos de atomos.

Los métodos de MM son rdpidos y no insumen
demasiado tiempo computacional en relaciéon a los métodos
QC. Claramente, presentan las desventajas de que no pueden
usarse para calcular propiedades electronicas ya que los
electrones no se tienen en cuenta en los algoritmos.

Métodos Quimico Cudnticos

Estos métodos se basan en las leyes de la fisica
cuantica®® para el céalculo de las propiedades de las
moléculas. En la teoria quimico cudntica, se buscan
soluciones a la ecuacion de Schoedinger:

Hy=Evy

Esta es una ecuacion a autovalores, en donde H es un
operador tal que aplicado a una funcién devuelve la misma
funcién multiplicada por una constante. La funcién (funcién
de onda) se llama autofuncién y la constante (energia del
sistema) autovalor. Mediante la resolucién de la ecuacion de
Schoedinger se obtiene no sdlo la energia del sistema, sino
también una descripcion de su estructura electrénica.

Para resolver la ecuaciéon de Schoedinger deben
hacerse varias aproximaciones, que condicionan la calidad de
los resultados obtenidos. Lo primero que se hace es separar
las variables en la funcién de onda total, factorizando en una
funcién espacial y otra temporal:
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v () =y () ()

Como en disefio de farmacos no interesa trabajar con
problemas dependientes del tiempo, se resuelve sélo la
funcion espacial:

Hy (@) =Ey ()

El operador H tiene términos de energia cinética (T) y
potencial (V), en los niicleos y en los electrones:

H=T+V=T*'@O+T"R)+ V™ RD+V*' @)+ V R =0 +1"
r = coordenadas del electrén R = coordenadas del nicleo

En la aproximacion de Born-Oppenheimer los nucleos se
consideran fijos, debido a que el movimiento de los
electrones es mucho mas rapido en comparacién. Dejando los
nucleos fijos, el H que nos interesa es:

T elect (I‘) +y e (R,I‘) +V elect (I‘) +V" (R)

H elect

HBO

Como V " (R) no depende de las coordenadas del electron, no
actia explicitamente sobre la funcién de onda electrénica y el
valor se suma como una constante adicional luego del
célculo. Trabajando con el H electrénico:

H elect W elect (I‘,R) — E elect (R) W elect (I‘,R)
E %' depende paramétricamente de R.

[T"R)+V"(R)+E“*®) ]y (.R)=E v (t.R)

En la aproximacion de nucleos fijos se trabaja
entonces con la funcién de onda electrénica. Pero hay que
introducir mas aproximaciones para resolver la ecuacién de
Schoedinger’’. En la aproximacion de Hartree se representa
la funcion de onda molecular como producto de funciones de
onda monoelectrénicas, asociando un orbital molecular a
cada electron:

Y (1) = @1 (1) @2(r2) ... Pn (ra)

En la aproximacion de Fock se exigen condiciones
matematicas a la funciéon (normalizacién y antisimetrizacion),

17
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resultando una funcién determinantal de Slater (“Slater Type
Orbitals”, STO):

L | (M) ¢2(1) ... @n (1)
y(r) = (M)
@1 (N) @2 (N) ... on (N)

Esta funcién describe la posibilidad de intercambiar
electrones entre orbitales. Representa N electrones ocupando
N orbitales sin especificar cual en cual, es decir electrones
indistinguibles.

En la aproximacion de Rootham se describe la
funciéon molecular sobre una base de orbitales atémicos.
Expresa los orbitales moleculares como combinacion lineal
de orbitales atomicos (CLOA) de los atomos que componen
la molécula:

@i = Zp=1,N Cpi A

donde %, son los OA o funciones bases, y C,i es el
coeficiente de la funcion base p en el OM i. El numero de
OM obtenidos es igual al de OA de partida. La calidad de la
funcién de onda resultante dependera, entre otros factores, de
la calidad y cantidad de bases.

Bajo estas aproximaciones, el método de Hartree Fock
Rootham realiza un calculo variacional. De esta manera,
calcular una funcion de onda consiste en determinar el
conjunto de coeficientes C,; que hace minima la energia de la
molécula. Dado que cada electron se halla bajo el campo
eléctrico del resto, cada orbital monoelectrénico ¢; dependera
de los demas y la bisqueda del mejor conjunto de
coeficientes debera ser iterativa. Dicha aproximacion recibe
el nombre de campo autoconsistente (“Self Consistent Field”,
SCF) de Hartree-Fock (HF).

Los métodos QC se dividen en dos grandes
categorias: métodos Ab-initio y métodos Semiempiricos.

Métodos ab-initio.

Si las aproximaciones anteriores son las tnicas que se
introducen, se trata de un calculo ab-initio, cuya calidad
dependera basicamente de la dimension de la base utilizada
para representar cada uno de los atomos de la molécula. Los
orbitales STO proporcionan una buena descripcion de la
densidad electrénica en el entorno de un 4tomo. Sin embargo,
el célculo de funciones exponenciales es complejo, y por eso
se aproximan éstas mediante el uso de varios GTO
(“Gaussian Type Orbitals”, GTO, o funciones de Gauss)’’.
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Las bases mas simples son las STO-3G, en donde se emplean
3 gaussianas para la aproximacién. Las bases 3-21G
contienen 3 gaussianas para describir los orbitales internos, 2
gaussianas para describir los orbitales de valencia, y otra
gaussiana también para €stos ultimos. En un nivel superior de
complejidad se agregan a las bases funciones de polarizacion,
que logran modelar la direccionalidad de los orbitales al
participar en enlaces. Las bases 6-31G(d) (o 6-31G*) incluye
6 gaussianas para la descripcién interna, 3 y 1 gaussianas
para las capas de valencia internas y externas
respectivamente, y un conjunto de 6 funciones d. Las bases 6-
31G(d,p) (o 6-31G**) poseen, ademas de los orbitales d en
los 4tomos no hidrogenoides, un conjunto de funciones p en
cada hidrégeno®”. Las bases con funciones difusas son
importantes en los sistemas donde la densidad electronica
estd relativamente alejada del nucleo. Por ejemplo, en los
oxigenos negativamente cargados. En tales casos, se adiciona
un conjunto de funciones difusas a cada &tomo pesado (no al
hidrégeno), lo cual se indica con el signo + (por ejemplo 6-
31+G(d,p).

Métodos semiempiricos.

Ademas de considerar Gnicamente los electrones de la
capa de valencia, los métodos semiempiricos incorporan
aproximaciones en la ecuacién a autovalores y emplean
parametros para simplificar el célculo. Las aproximaciones se
centran fundamentalmente en los términos bielectronicos y en
el tratamiento del solapamiento orbital.

En este contexto, la reduccion mas dréstica generd el
método CNDO (Complet Neglect of Differential Overlap).
Este método desprecia todos los términos bielectronicos, aun
entre electrones del mismo atomo. Una mejora a este método
la marc6 el surgimiento de INDO (Intermediate Neglect of
Differential Overlap), donde el solapamiento orbital se
suprime solo parcialmente, reteniendo las integrales entre
orbitales distintos en el mismo atomo, las cuales se ajustan
paramétricamente. Los métodos MINDO/3 (Modified
Intermediate Neglect of Differential Overlap) y MNDO
(Modified Neglect of Differential Overlap) consideran las
integrales bielectronicas bicéntricas y se diferencian en la
forma de calcularlas. Los métodos AMI y PM3 son
basicamente MNDO, pero corrigen la excesiva repulsién a
distancias de Van der Waals. Surgen ante la imposibilidad del
MNDO de reproducir enlaces de hidrégeno, punto clave para
el tratamiento de sistemas biologicos. El nombre PM3 deriva
de la 3° parametrizacion del MNDO, siendo AM1 la segunda
parametrizacién. Estos métodos surgen como una nueva
filosofia, que acompaiia el desarrollo del hardware
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computacional. Aprovechan la posibilidad de introducir mas
parametros por atomo, resultando competitivos con los
métodos a primeros principios para el calculo de geometrias y
calores de formacion.

Se han desarrollado muchas otras parametrizaciones,
existiendo actualmente gran diversidad de métodos
semiempiricos, que prometen el calculo mecano-cuantico de
sistemas extensos, como proteinas, en aproximaciones mixtas
QC/MM. La tendencia actual trata de reemplazar las
metodologias QC/MM por métodos totalmente quimico
cuanticos (QM/QM), simulando la macromolécula mediante
el uso de técnicas ab-initio en la porciéon de mayor interés y
de metodologia semiempirica para el entorno’®.

Asi, los distintos métodos estan parametrizados para
distintos objetivos, y la eleccion del método adecuado
depende fundamentalmente de la propiedad que se quiere
estudiar. Ademas, no es extrafio que los resultados obtenidos
mediante el empleo de un método semiempirico apropiado,
sean mas acertados que los provenientes de metodologia ab-
initio, cuando, en el ultimo caso, las bases no son
suficientemente buenas.

Tratamientos post Hartree-Fock.

En la realidad, los electrones se repelen unos a otros
mas de lo que puede ser descrito por la funcién de onda de
HF. La diferencia entre la energia ab-initio de una funcion de
onda HF y la energia real del sistema se denomina energia de
correlacion. Una funcidn de onda que da cuenta de la
correlacion electrdnica provee una energia total menor (y mas
exacta)’’. Frecuentemente se emplean dos métodos que
tienen en cuenta la correlacion electréonica, uno de naturaleza
perturbativa y otro de base variacional.

v' La primera aproximacion es la teoria perturbativa
de Moller-Plesset (MP). Se corrige la funcién de
onda HF por un término perturbativo que da
cuenta de la probable ocupacion de orbitales de
mayor energia. Se emplean correcciones de
segundo, tercer y cuarto orden, denominadas
MP2, MP3 y MP4, respectivamente. Un
tratamiento = MP2  puede  duplicar los
requerimientos de tiempo computacional, mientras
que los MP3 y MP4 son atin mas costosos’ .

v La segunda aproximacion es la interaccién de
configuraciones (CI). En este caso, la funcion de
onda se forma como una combinacién lineal de
determinantes de Slater, cada uno
correspondiendo a una posible configuracion
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electronica. Las configuraciones se construyen
promoviendo electrones desde OM ocupados a
OM virtuales. La aproximacién CI es de gran
importancia en el estudio de sistemas en los cuales
se forman o rompen enlaces. La CI es mucho mas
cost3c7)sa en tiempo computacional que el método
MP?’.

Métodos basados en la teoria de funcionales de la
densidad.

En los altimos afios, los métodos basados en la Teoria
de Funcionales de la Densidad (DFT) han ganado gran
popularidad, debido a que los mejores métodos DFT logran
mayor exactitud que los métodos HF, a igualdad de costo
computacional. Esta ventaja de los métodos DFT se debe a
que involucran algunos de los efectos de la correlacion
electronica en forma mas simple que los tradicionales
métodos correlacionados de HF*®.

Estos métodos emplean para el calculo funciones de la
densidad electronica. Estos funcionales particionan la energia
electronica en varios componentes que se calculan
separadamente: la energia cinética, la interaccion nucleo-
electrones, la repulsion coulombica, y un término de
intercambio-correlacion que da cuenta de las interacciones
electron-electron. Este ultimo término se descompone, en los
algoritmos actuales, en dos componentes separados de
intercambio y correlacion’”.

Se ha definido una gran variedad de funcionales, que
generalmente se distinguen por la forma en que tratan los
componentes de intercambio y correlacion’

v Los funcionales locales de intercambio y
correlacion involucran sélo los valores de las
densidades electronicas de spin. Los mas
conocidos son los funcionales de intercambio
Slater y Xoa, y el funcional de correlacion
postulado por Vosko, Wilk y Nusair (VWN).

v Los funcionales corregidos por gradiente
involucran tanto los valores de la densidad
electronica de spin como sus gradientes, y a veces
se conocen como funcionales »no locales. El
funcional de intercambio mas conocido es el
propuesto por Becke en 1988, mientras que el de
correlacion mas usado es el funcional de Lee,
Yang y Parr (LYP). De la combinacion de ambos
nace el método B-LYP. También Perdew ha
propuesto importantes funcionales de este tipo,
conocidos como Perdew 86 y Perdew-Wang 91.

I
g

b

Ay e

3
\,’,X,

21



22

Capitulo 1

v" Existen también funcionales hibridos, los cuales
definen el funcional de intercambio como una
combinacion lineal de términos de intercambio de
HF, locales y corregidos por gradiente. Este
funcional de intercambio se combina luego con un
funcional de correlacion local y/o corregido por
gradiente. La formulacion triparamétrica de Becke
(B3LYP) es el mas conocido de estos funcionales
hibridos. Los funcionales de este tipo han
demostrado ser superiores a los anteriores.

En base a todo lo expuesto sobre los distintos métodos
de célculo en quimica computacional, hay que resaltar que en
el momento de la eleccién de un método adecuado se debe
tener en cuenta el tamafio del sistema, las capacidades
computacionales con que se cuenta y el tipo de estudio que se
quiere realizar. Fundamentalmente, no hay que perder de
vista el hecho de que siempre se intenta lograr un modelo
realista y computacionalmente factible del sistema a estudiar.

Andlisis conformacional

El estudio del espacio conformacional asociado a una
estructura es frecuentemente un procedimiento necesario al
comenzar el analisis teérico de una molécula. Este estudio
implica analizar las caracteristicas de la hipersuperficie de
energia potencial. Esta superficie de energia potencial es una
relacion matematica entre la estructura molecular y la energia
resultante. Para una molécula diatémica, es un grafico 2D con
la separacidon internuclear en el eje X, y la energia a cada
distancia de enlace en el eje Y, generando una curva. Para
sistemas mas complejos, la hipersuperficie tiene tantas
dimensiones como grados de libertad presente la molécula®.

Usualmente la superficie de energia potencial se
representa mediante la consideraciéon de sélo dos grados de
libertad de la molécula, y se grafica la energia sobre el plano
definido por éstos. Los minimos de esta hipersuperficie
corresponden a estructuras de equilibrio del sistema, y
pueden ser minimos locales o globales*.

Los programas de quimica computacional proceden
realizando calculos de minimizacion de la energia del
sistema, lo que determina la optimizacion de la geometria de
la molécula. Se calcula la energia de una conformacion
inicial, luego se varian los parametros estructurales,
trabajando fundamentalmente sobre los dngulos de torsion,
creando asi una nueva conformacion. La energia de esta
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nueva geometria se calcula para conocer si es
energéticamente mas estable que la anterior. El programa
continia  realizando  cambios  conformacionales 'y
conduciéndose en el sentido de aquéllos que acarrean una
estabilizaciéon, mediante algoritmos adecuados. Finalmente se
encontrara una estructura para la cual todas las variaciones
que se le plantean resultan en extremadamente pequefios
cambios energéticos y a la vez menos estables. Este sera un
minimo energético, y en este punto el programa considerara
que se ha llegado a la estructura mas estable y detendra el
calculo en este punto. La optimizacion es completa cuando ha
llegado a convergencia, esencialmente, cuando el gradiente es
cero. Pero pueden haber varios criterios de convergencia®’:
v Gradiente o fuerza = 0
v La raiz cuadrada media (RMS) de la fuerza
=0
v El desplazamiento calculado para el
siguiente paso = 0
v La raiz cuadrada media del desplazamiento
(RMSD) =0

En realidad, no se requiere estrictamente llegar al
valor cero, sino que se consideran valores menores a cierta
cota para decretar la convergencia.

La conformacién obtenida luego de la minimizacién
de la energia de una dada estructura no necesariamente es la
conformacion mas estable. Esto es porque el proceso de
optimizacion geométrica se detiene apenas alcanza la primer
conformacién estable, que sera aquel minimo mas parecido
en su geometria al punto de partida (Figura 1.3) y puede
tratarse de un minimo relativo. Pero si existe otro minimo de
menor energia (un minimo global), el programa no sera capaz
de encontrarlo a no ser que parta de una conformacién
cercana a éste.

Figura 1.3
Curva de
energia
potencial

Energia

Variacion
Consecuentemente, para identificar la conformacion
mas estable, es necesario generar diferentes conformaciones
de la molécula y comparar sus energias. Existen distintas
metodologias para realizar este anilisis conformacional,
siendo las mas empleadas aquellas que hacen uso de una
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dinamica molecular y la técnica de rotacion sistemdtica de
enlaces.

Dindmica Molecular.

Mediante esta técnica se simula un calentamiento del
sistema a temperaturas superiores al cero absoluto, lo cual se
mantiene durante un tiempo adecuado, del orden de
picosegundos. La molécula sufre estiramientos y rotaciones a
lo largo del proceso y de esta forma las barreras energéticas
entre diferentes conformaciones pueden superarse. Este
procedimiento se repite tantas veces como para obtener
suficientes conformaciones, que posteriormente se optimizan.
Esta metodologia de estudio del espacio conformacional es
particularmente util para aquellas moléculas que no pueden
analizarse mediante la rotacién sistematica, como por
ejemplo los sistemas ciclicos, o las estructuras muy extensas
con demasiados enlaces rotables.

Rotacién sistemitica alrededor de enlaces.

En esta técnica se generan diferentes conformaciones
mediante la rotacién sistematica alrededor de cada enlace
simple en un cierto numero de grados. Usualmente no se
tienen en cuenta las uniones a atomos de hidrégeno o a
grupos metilo debido a que la rotacién alrededor de estos
enlaces no genera conformaciones significativamente
diferentes. Mediante esta técnica, se asegura que podran
identificarse todas las posibles conformaciones de una
estructura, de lo cual no existe garantia cuando se utiliza una
dinamica molecular.

DISENO RACIONAL DE NUEVAS DROGAS

El Disefio Racional de farmacos se basa en el
conocimiento a nivel molecular de los sucesos bioquimicos
que median el proceso patolégico. Estos eventos involucran
macromoléculas  biolégicas  (generalmente estructuras
proteicas como receptores o enzimas), y sustancias que
interaccionan con sitios especificos de éstas (sitios activos),
provocando una respuesta. Sobre esta base, se elige un target
u objetivo biolégico a través del cual pueda atacarse a la
enfermedad.

Una vez seleccionado el target a estudiar, es
conveniente, aunque no imprescindible, caracterizar este sitio
a nivel atémico. Esta informacion se puede obtener
directamente por caracterizacion del sitio receptor, o
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indirectamente por inferencias basadas en el conocimiento de
las estructuras de ligandos conocidos*'. Estas dos distintas
formas de encarar el problema de la caracterizacion del sitio
activo, es lo que diferencia a las dos metodologias mas
importantes del Disefio Racional de farmacos (Figura 1.4):

v' las técnicas directas: son aquéllas que parten del
conocimiento del receptor, en base al analisis
estructural (rayos X, NMR, Modelado, etc.) de la
proteina, de porciones proteicas o inclusive del
receptor con el ligando unido al sitio activo; y

v las técnicas indirectas: son aquéllas que, sin conocer
al receptor, consideran a los ligandos que se unen al
sitio de interés y determinan sus caracteristicas
comunes. Dado un nimero suficiente de ligandos, se
puede incluso construir un modelo del sitio activo
en ausencia de evidencia cristalografica o de NMR
del receptor.

Figura 1.4 Meétodos directos
Esquema general de la secuencia de pasos en las
técnicas directas e indirectas. La situacion mas

afortunada, aunque no la mas

{ o

e | comun, se presenta cuando la

VIS Complejo totalidad de la estructura
AN Droga - Receptor . g .
/ tridimensional del receptor se
Moo METODOS conoce y se ha determinado la

DIRECTOS / \.  INDIRECTOS

\

localizaciéon del sitio activo,
por ejemplo mediante la co-

@h‘ cristalizacion del ligando unido
: a la macromolécula*'. Cuando

se dan estas condiciones,

Conocimiento del receptor Conocimiento de varios ligandos pueden aplicarse laS técnicas
descriptas de  produccion,

l J aislamiento 'y analisis de

" estructura proteica (pagina 15).
acvo il ™ 7 =m0 | En el banco de datos Protein
Data  Bank (PDB)* se

l l encuentran  depositadas las

coordenadas 3D de mas de
20000 proteinas, complejos
ligando-proteina, acidos nuclei-
cos y otras macromoléculas
bioldgicas.

LIGANDO

* sitio web: http://www.rcsb.org/pdb/
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En cambio, cuando no se cuenta con datos de rayos X
del receptor ni del sitio activo, generalmente porque la
proteina no es facilmente cristalizable como ocurre con las
proteinas de membrana, debe construirse un modelo del
receptor. Si se conoce la secuencia aminoacidica de la
proteina y la estructura terciaria de una proteina relacionada,
puede construirse un modelo del receptor en estudio mediante
la técnica de Homology Modeling***. Esta técnica consiste,
basicamente, en comparar la secuencia de la proteina en
cuestion con las secuencias de otras proteinas con el fin de
encontrar alguna que esté estrechamente relacionada. Luego

se construye el esqueleto . :
La proteina bacteriorodopsina es uno de los

peptlc.ilco de la proteina en modelos mds usados en la técnica de Homology
estudio de manera que Modeling.

concuerde con el de la proteina  La bacteriorodopsina, la cual ha sido cristalizada
modelo, y a continuacion se Y se ha determinado su estructura, constituye un

agregarl las cadenas laterales en ejemplo de un receptor acop]ado a protel'na G con
e ey 7 hélices transmembrana. Muchos de los

vy P bl receptores importantes en quimica medicinal
energe.tlcamente avorabies.  pertenecen a esta familia de proteinas y por lo
Posteriormente se realiza una tanto la estructura de la bacteriorodopsina es de

minimizacion de la energia y la  vital importancia en la construccion de modelos
estructura se refina mediante  de estos receptores de membrana mediante la

dindgmica molecular, con la técnica de .P?omology Modellmg. Medlarllt? la
identificacién de la secuencia aminoacidica de

ﬁnal.ldad de relajar las una proteina dada, y prestando especial
tensiones generadas en los  importancia a los aminoacidos hidrofébicos,
puntos de union. Una vez  pueden identificarse los 7 dominios

construido el modelo, se puede transmembrana y luego usar la bacteriorodopsina

. como modelo para la construccion de las hélices.
evaluar experimentalmente. Por =~ o0 . p K T
Por ultimo se construyen las porciones que

ejemplo, el modelo podria conectan para lograr la estructura 3D completa*?,
indicar que ciertos aminoacidos

son importantes en el sitio activo. Estos pueden mutarse y ver

si aparece algin cambio en la capacidad de union de los

ligandos.

Una vez determinada o construida la estructura 3D del
receptor, la atencién se centra en el sitio activo. Existen
programas que realizan busquedas en bases de datos para
encontrar ligandos que encastren en la cavidad del sitio activo
por complementariedad geométrica (DOCK****%). EI
procedimiento de docking consiste en enfrentar los grupos
involucrados en la interaccion entre la droga y el sitio activo,
definiendo asi distancias de unioén 6ptimas, y optimizando por
tltimo el ligando en el entorno del receptor®’.

Otros programas comienzan a generar la estructura de
un ligando a partir de un segmento inicial capaz de
interaccionar con el sitio activo, y van agregando luego

* homology modeling: modelado por homologia
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distintos fragmentos a éste hasta obtener el ligando completo
dentro del sitio activo (GROW***"). Un avance significativo
sobre estos programas lo constituyeron los programas de
disefio “de novo” (LUDI*****%!} los cuales buscan ligandos
totalmente novedosos capaces de interaccionar con el sitio
activo.

Métodos indirectos

En muchas oportunidades se carece totalmente de
conocimiento alguno sobre el sitio activo en el receptor, y
sélo se cuenta con la informacién asociada a varias drogas
capaces de producir la misma respuesta biologica*'.

En este caso, la primera etapa serd reunir entre éstas,
las estructuras que se supone actian en el mismo sitio de
interés, en base a datos farmacoldégicos. La informacién de
compuestos que son incapaces de actuar en este sitio también
puede resultar util. Para la generacion de las estructuras 3D de
las moléculas pueden utilizarse métodos computacionales, o
bien recurrir a la base de datos de estructuras cristalinas
Cambridge Database™ en la que se encuentran almacenadas
mas de 140000 entradas, siendo la mayor parte compuestos
organicos y productos naturales. Esta base de datos constituye
un recurso unico de estructuras 3D de compuestos cuyas
estructuras cristalinas han sido dilucidadas’. Para el paso
siguiente de prediccion de las multiples conformaciones de
una estructura pueden emplearse las distintas metodologias
descriptas de analisis conformacional.

Examinando las estructuras 3D de los compuestos
activos, se determina qué caracteristicas son comunes a
todos. Teniendo en cuenta también las caracteristicas de los
compuestos inactivos, es posible deducir los factores que son
necesarios para conferir actividad. También puede postularse
cuales grupos la reducen o eliminan®', tales como grupos
funcionales o volumenes extra que impiden la unién al sitio
activo.

Para este analisis se emplean metodologias de
superposicion grafica o analitica, determinidndose asi un
patron  farmacoforico. Un patron farmacoforico o
Jarmacoforo estd definido por el conjunto de grupos
funcionales o porciones de la molécula que son necesarios
para la actividad, y su posicion relativa en el espacio. No es
comin que los puntos farmacoféricos coincidan
perfectamente en la superposicion, por lo tanto el
farmacoforo generalmente queda definido por regiones en el
espacio asociadas a cada grupo importante*’.
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Es necesario resaltar que al hablar de similitud y
diversidad entre las moléculas, es critico considerar las
estructuras 3D en términos de propiedades moleculares en el
espacio, y no sélo de atomos o grupos funcionales’. Atin
pequeiias diferencias aparentes, como el mismo atomo de N en
dos andlogos, pero en uno actuando como donor y en el otro
como aceptor, puede representar una gran diferencia entre la
accion vinculada a ambos.

Estas metodologias se tornan complejas debido al
hecho de que las moléculas con accidén farmacolégica muchas
veces son muy flexibles. Los compuestos con varios angulos
de torsion, asociados a grados de libertad, son altamente
flexibles y pueden presentar varias conformaciones que son
energéticamente favorables. La posibilidad de que se logren
estas conformaciones depende en general de las caracteristicas
del entorno que rodea la molécula. A pesar de que se puede
adquirir una gran cantidad de informacion, ya sea experimental
o por célculo, es imposible predecir si una estructura
experimental 3D en fase gaseosa, en solucion, en la estructura
cristalina, en una cierta matriz, o una conformacion teérica de
minima energia, sera idéntica a la estructura tridimensional
bioactiva. Se entiende como conformacion bioactiva a aquélla
que adopta la molécula en el sitio de unién™'. Obviamente, la
conformacién bioactiva no sera una conformacién de alta
energia, originada en una distorsion estructural desfavorable de
la molécula. Pero para las moléculas flexibles con muchos
angulos de torsion, pueden existir muchas geometrias distintas
isoenergéticas y estables. Por estas razones, se incluyen
compuestos conformacionalmente rigidos o andlogos rigidos
en los conjuntos de estructuras a superponer. Esto redunda en
una mayor precision en la construccion del modelo del
farmacoforo.

Los andlogos rigidos son estructuras activas que
presentan solo una conformacion posible. Asi, las moléculas
mas flexibles pueden compararse con la rigida para encontrar
aquélla conformacion que situa los puntos farmacoforicos en
la misma posicion relativa. Si no se cuenta con una estructura
totalmente rigida para usar como molde, pueden procurarse
diferentes moléculas con cierto grado de rigidez en su
esqueleto, de manera que su superposicion brinde una
estructura rigida. En el caso de que no se cuente con ninguna
molécula rigida o semirigida, pueden considerarse todas las
conformaciones energéticamente razonables de todos los
compuestos activos y luego determinar el volumen o espacios
comunes dentro de los cuales se encuentran los puntos
farmacoforicos*. A veces es factible el disefio y sintesis de
un nuevo analogo rigido que, ademas de ser util en la
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dilucidacion de la

La rigidificacion molecular puede conducir a la . .o 0 00 activa puede

creacidn de una droga altamente selectiva.

Las moléculas flexibles pueden adoptar un gran resultar en una droga muy
nimero de conformaciones posibles. Asi, una eficaz  por su alta
determinada conformacién pueden interactuar conun  selectividad.

dado receptor mientras que otra conformacion actia Una vez que el

en otro sitio, desencadenando una misma molécula
::n.r ?pum nmssmistbl. Eoslésg?:;}ﬁen sculs sti'tal;rmte flexibles, ic%entiﬁcado, se pueden
pero afortunadamente el cuerpo actéa eficientemente ~ disefilar nuevas estructuras
al liberarlos cerca de sus receptores e inactivindolos teniendo en cuenta este
inmediatamente de manera de que no actiien en otros  conocimiento. Pueden anali-
receptores. Sin embargo, ésto no ocurre con las zarse nuevos compuestos
drogas, que interaccionardn con todos los receptores . .
que las acepten a lo largo de su distribucién en todoel €01 el fin de examinar si son

farmacoforo ha sido

cuerpo. Cuanto més flexible es una droga, més capaces de adoptar una
probable es que interactiie con m4s de un receptor y conformacion estable que
produzca més de una respuesta biolégica que contenga este farmacéforo y

42
seguramente seré un efecto no deseado™. por lo tanto ser potenciales

compuestos activos*?.
También, asumiendo que el sitio activo del receptor es
complementario al farmacéforo, es posible construir un
modelo de este sitio activo. Este modelo aproximado sera
complementario en forma al compuesto activo mas
voluminoso, y con cargas localizadas en regiones cercanas a
los grupos contrariamente cargados de los ligandos®'.
Contando con esta informacion, puede luego procederse
como en las metodologias directas de disefio racional,
proponiendo nuevos compuestos sobre la base del
conocimiento de su sitio de accion.

Anadlisis OSAR

Las metodologias de investigacion indirectas, basadas
en el conocimiento de los ligandos, pueden también
conducirse bajo la forma de Andlisis QSAR (Quantitative
Structure Activity Relationships — Relaciones Estructura-
Actividad Cuantitativas).

En 1964, dos importantes aproximaciones cuantitativas
fueron desarrolladas independientemente: el analisis de
Hansch y el modelo de Free Wilson®.

El modelo extratermodinamico de Hansc
describe afinidades de ligandos, constantes de inhibicion y
otras actividades biologicas en términos de parametros
fisicoquimicos, como lipofilicidad, refractividad molar,
términos electronicos y estéricos. Por lo tanto, el analisis de
Hansch en realidad describe relaciones propiedades-actividad.

El analisis de Free Wilson’>*%**%° es un modelo
matematico basado estrictamente en el concepto de aditividad

53,54,55,56,57
h3’ ,55,56,5
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de las contribuciones de los grupos a la actividad biologica. Es
realmente un modelo de relaciones estructura-actividad,
porque los factores estructurales se codifican como presentes o
ausentes (1 & 0) y la matriz estructural correspondiente se
correlaciona directamente con los valores de actividad
biologica.

En si, el analisis QSAR conduce a relaciones
cuantitativas (expresiones matematicas, derivadas de un
analisis estadistico) que vinculan la actividad biolégica con
parametros estructurales y/o electronicos, calculados y/o
determinados experimentalmente, denominados descriptores
moleculares. Nos permite asi conocer sobre qué propiedad o
caracteristica estructural trabajar para modificar la actividad
en la forma deseada. Las nuevas estructuras, modificadas por
disefio, se sintetizan y se ensayan en su actividad, logrando
nuevos farmacos que pueden evaluarse en forma semejante.
En sucesivas etapas, nos movemos asi en el camino de la
optimizacion o disefio de un firmaco. Este estudio requiere,
obviamente, el contar con un conjunto de compuestos
analogos de actividad biolégica conocida.

Las relaciones QSAR no sbélo permiten Ia
identificacion de los descriptores capaces de cuantificar los
cambios en la actividad biologica, sino también ahondar en la
interpretacion fisicoquimica del origen de la respuesta
farmacolégica.

Recientemente, los procedimientos de QSAR
tridimensionales han ganado importancia en el diseiio de
nuevas drogas. El método mas conocido es el CoMFA
(Comparative Molecular Field Analysis). Esta metodologia
se basa fundamentalmente en la aceptacion de que las
interacciones droga receptor no son covalentes y que los
cambios en la actividad biologica se correlacionan con los
cambios en los campos estéricos y/o electrostaticos de las
drogas. Para definir estos campos se crea, mediante
programas de modelado molecular, la conformacién deseada
de la molécula, incluida dentro de una grilla. Se sitia un
atomo de prueba (frecuentemente un protén o un carbono con
hibridacién sp3 y una carga positiva) en cada vértice de la
grilla, y se miden las interacciones estéricas y electrostaticas
entre el 4tomo de prueba y la molécula en estudio, en cada
vértice de la gnlla. De esta manera, es posible definir la
forma y propiedades electrostaticas de la molécula en una
forma cuantitativa, mediante mapas de contorno que unen
puntos de igual valor. El siguiente paso consiste en la
relacion con la actividad bioldgica. A diferencia del QSAR
2D, en donde para cada molécula se tiene un valor de cada
descriptor, aqui se trabaja con miles de valores para cada
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propiedad, uno de cada vértice de la grilla. Por lo tanto para
el andlisis estadistico debe emplearse otra técnica, conocida
como PLS (partial least squares). Esencialmente, este
procedimiento se repite una y otra vez hasta encontrar la
mejor férmula que relaciona la actividad biolégica con las
distintas variables. Generalmente los resultados se presentan
graficamente en una molécula representativa, mostrando
regiones que son importantes para la actividad, tanto en
cuanto a los factores estérico como electrénico®'.

Las caracteristicas practicas de los analisis QSAR se
discutiran mas adelante, en el capitulo 4.
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EPILEPSIA

Pocas experiencias son tan dramaticas como lo es una
crisis convulsiva. Una persona que esta sufriendo una crisis
severa puede gritar, caer al piso inconsciente, realizar
movimientos descontrolados, babear, y hasta perder el control
de la vejiga. En pocos minutos, el ataque finaliza y la persona
recobra el conocimiento, pero esta agotada y aturdida. Esta es
la imagen que la mayoria de la gente tiene cuando escucha la
palabra epilepsia. Sin embargo, este tipo de crisis convulsiva
(convulsién tonico-clonica generalizada) constituye solo una
clase de epilepsia’. Hay muchas otras clases, cada una con un
conjunto distinto de sintomas que la caracteriza.

La epilepsia fue uno de los primeros desordenes
cerebrales en ser descriptos. Fue mencionado en la antigua
Babilonia hace mas de 3000 afios. E1 comportamiento extrafio
causado por algunas convulsiones ha contribuido a través de
los afios a muchas supersticiones y prejuicios. Se pensaba que
los que sufrian de epilepsia eran visitados por dioses o por
demonios. Sin embargo, hacia el afio 400 AC, el médico
Hipocrates ya sugirid6 que la epilepsia era un desorden
originado en el cerebro. La ciencia, a través de los afios, le ha
dado la razén'.

Qué es la epilepsia?

La epilepsia es uno de los desdrdenes del sistema
nervioso central mds frecuentes en la poblacion mundial.

En la epilepsia, el patron normal de actividad neuronal
se torna desequilibrado, causando sensaciones, emociones, y
conductas extrafias, o a veces convulsiones, espasmos
musculares, y pérdida de conocimiento'.

Las crisis convulsivas que surgen periddicamente en
los pacientes epilépticos, se refieren a trastornos transitorios
de la conducta, provocados por la activaciéon desordenada,
sincronica y ritmica de grandes poblaciones de neuronas
cerebrales.

Aunque hasta un 5 por ciento de las personas pueden
manifestar una convulsion en alguin momento de sus vidas, el
diagnéstico de epilepsia se reserva para aquéllos con
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convulsiones recurrentes, al menos dos convulsiones no
provocadas.

Durante una convulsion, las neuronas pueden
dispararse tanto como 500 veces por segundo, mucho mas
rapido que en condiciones normales en que lo hacen
aproximadamente 80 veces por segundo. En algunos
pacientes, esto ocurre sélo de vez en cuando, pero para otros,
puede pasar hasta cientos de veces en un dia'.

En condiciones normales, el flujo de informacién a
través del SNC* se mantiene gracias a un delicado equilibrio
entre actividad excitatoria e inhibitoria dentro de los
circuitos neuronales. Cualquier evento que altere este
balance entre excitacion e inhibicion puede producir una
convulsién 6 descarga epiléptica. Por lo tanto, disminuyendo
la inhibicién 6 aumentando la excitaciéon se pueden inducir
convulsiones. Hay muchas formas de que esto suceda. Casi
cualquier perturbaciéon de un canal iénico 6 de un receptor
puede cambiar la excitabilidad de manera tal de producir una
convulsién. Sin embargo, una vez que la descarga ocurre,
existen en la corteza algunos mecanismos comunes que
amortiguan la excitabilidad y previenen la propagacion de la
descarga epiléptica desde un area localizada a otras areas, ya
sean cercanas ¢ distantes. Si estos mecanismos se anulan,
ocurre una convulsion generalizada®.

Aproximadamente 50 millones de personas en el
mundo padecen de epilepsia’, siendo la incidencia mayor en
paises en vias de desarrollo®, debido a que existe una mayor
probabilidad de experimentar condiciones que conduzcan a
dafio  cerebral permanente  (ciertas enfermedades,
complicaciones  prenatales, malnutricién, etc.). Las
convulsiones pueden ser controladas con tratamientos
farmacolégicos o mediante técnicas quirdrgicas en
aproximadamente el 80 por ciento de los pacientes. Sin
embargo, el 20 por ciento restante seguird sufriendo
convulsiones hasta con el mejor tratamiento disponible. Esto
es lo que se conoce como epilepsia intratable'.

Causas de la epilepsia.

La epilepsia es un desorden con muchas causas
posibles. Cualquier factor que perturbe el patrén normal de
actividad de la neurona puede conducir a convulsiones. La
epilepsia puede desarrollarse debido a una anormalidad en el
desarrollo de cerebro, un desequilibrio de neurotransmisores,
o una combinacién de estos factores'.

* SNC: Sistema Nervioso Central
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Aproximadamente la mitad de todos las convulsiones
son idiopaticas, es decir, no tienen ninguna causa conocida.
Sin embargo, en otros casos, las convulsiones claramente se
asocian a infeccién, trauma, u otros problemas
identificables'.

La investigacion sugiere que las anormalidades
genéticas pueden ser algunos de los factores mas importantes
que contribuyen a la epilepsia. Algunos tipos de epilepsia han
sido vinculados a una anormalidad en un gen especifico. Se
estima que mas de 500 genes podrian jugar un rol en este
desorden. Sin embargo, es cada vez mas claro que para
muchas formas de epilepsia, las anormalidades genéticas
cumplen sélo un rol parcial, quizds aumentando la
sensibilidad de una persona a las convulsiones que son
provocadas por un factor ambiental.

En muchos casos, la epilepsia se desarrolla como
consecuencia del dafio cerebral por otros desdérdenes. Por
ejemplo, los tumores cerebrales, el alcoholismo, y la
enfermedad de Alzheimer con frecuencia conducen a
trastornos epilépticos porque cambian los funcionamientos
normales del cerebro. Las condiciones que privan al cerebro
de oxigeno también pueden causar epilepsia en algunos
casos. Este es a menudo el caso de la gente anciana que
desarrolla epilepsia, en donde en aproximadamente el 32 por
ciento de los pacientes las causas son las enfermedades
cerebrovasculares, que reducen el suministro de oxigeno a
las células cerebrales. La meningitis, el SIDA, encefalitis
viral, y otras enfermedades infecciosas pueden conducir
también a epilepsia, asi como la condicién de hidrocefalia
(exceso de fluido en el cerebro). La epilepsia también puede
ser resultado de la enfermedad celiaca, o de una infeccion
parasitaria del cerebro llamada neurocisticercosis. En estos
casos, las convulsiones pueden cesar una vez que estos
desérdenes son tratados satisfactoriamente. Sin embargo, las
probabilidades de que esto ocurra son inciertas y varian segiin
el tipo de desorden, la region cerebral que esté afectada, y
cuanto dafio cerebral haya ocurrido antes del tratamiento.

Al igual que las enfermedades, las lesiones en la
cabeza originadas en accidentes pueden conducir a
convulsiones o a epilepsia.

Las lesiones prenatales y problemas del desarrollo
constituyen otra causa de epilepsia. Se ha observado que
algunos casos de epilepsia que ocurren sin causa obvia
pueden ser asociados con areas de displasia en el cerebro que
probablemente se desarrollan antes del nacimiento. El
cerebro en desarrollo es susceptible a muchas clases de
lesiones. Las infecciones durante el embarazo, una nutricion
pobre, y carencias de oxigeno son solamente algunas
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condiciones que pueden afectar al cerebro de un bebé que se
estd desarrollando. Estas condiciones pueden conducir a
paralisis cerebral, que a menudo provoca epilepsia.

Condiciones ambientales, tales como la exposicion a
plomo, mondxido de carbono, y muchas otras sustancias
toxicas pueden también ocasionar convulsiones. Estas pueden
también ser el resultado de la exposicion a drogas de abuso 'y
de las sobredosis de antidepresivos y otros farmacos.

Existen disparadores de convulsiones que no causan
epilepsia, pero pueden provocar primeras convulsiones o
causar convulsiones en las personas que de otra manera
experimentan buen control con una medicacion adecuada. La
carencia de suefio en particular es un disparador universal y
poderoso de convulsiones. También lo son el stress fisico o
emocional, y los cambios hormonales asociados con el ciclo
menstrual. Para algunas personas, la luz que destella en una
cierta velocidad o el parpadeo de un monitor puede provocar
una convulsion, lo que se conoce como epilepsia
fotosensible'.

Tipos de convulsiones

Se considera que las convulsiones se originan en la
corteza cerebral. Mas atn, la manifestacion del episodio
convulsivo depende de las funciones normales que ejerza el
sitio de la corteza afectado. Por ejemplo, se producirian
sacudidas del brazo derecho si la corteza motora relacionada
a este brazo representa el sitio de la corteza en donde se
origina la convulsion.

Las convulsiones epilépticas se han clasificado en dos
grupos: convulsiones parciales, que se inician de manera
focal en un sitio cortical, y convulsiones generalizadas, que
abarcan con amplitud ambos hemisferios desde un principio.
En humanos, las convulsiones parciales representan la forma
predominante (68 por ciento)’.

A los efectos del tratamiento médico, muchas veces se
diagnostica un determinado sindrome epiléptico mas que una
determinada convulsién en particular, ya que el sindrome
epiléptico se refiere a un conjunto de sintomas asociados que
describen el trastorno en su totalidad. Estos factores incluyen,
ademas del tipo de convulsion epiléptica, su causa, edad de
inicio, y sintomas electroencefalograficos, por ejemplo. Sin
embargo, en la eleccion definitiva del tratamiento a utilizar
prevalece la importancia del tipo de convulsion que presenta
el paciente epiléptico.




Epilepsia

La Liga Internacional contra la Epilepsia
(International League Against Epilepsy)® ha propuesto
clasificaciones que son a las que mas se hace referencia
cuando se habla de distintos tipos de convulsiones
epilépticas’ o de sindromes epilépticos®. Esta ultima
clasificacion comprende también una diferenciacion entre
trastornos parciales y generalizados, incluyendo ademas
sindromes muy caracteristicos tales como el sindrome West o
el sindrome Lennox-Gastaut.

Se presentan a continuacion las caracteristicas maés
sobresalientes de cada tipo de convulsion epiléptica.

Convulsiones generalizadas.

Las convulsiones generalizadas involucran desde su
origen a ambos hemisferios cerebrales. Se conocen seis tipos
principales.

v' Crisis de ausencia: son breves lapsos de pérdida del
conocimiento, de entre 3 y 30 segundos. Comienzan
y terminan abruptamente y ocurren desde unas
pocas hasta varios cientos de veces al dia. Se
caracterizan porque el paciente de repente
interrumpe sus movimientos o muestra conducta
automatizada (mirada fija, leve parpadeo, se frota la
nariz, mastica o traga) y luego rapidamente recupera
la conciencia. Estas crisis son las que antiguamente
se conocian como petit mal.

v Convulsiones mioclonicas: son contracciones
musculares breves (de aproximadamente 1
segundo).

v" Convulsiones clonicas: se producen sacudidas en
ambos lados del cuerpo.

v' Convulsiones tonicas: contraccidn tOnica severa de
los musculos de duracion corta, generalmente de la
espalda, brazos y piernas. El paciente mantiene la
postura y no siempre pierde la conciencia.

v Convulsiones tonico-clonicas: se caracterizan por
pérdida de conciencia y caida. Mientras el paciente
cae, el cuerpo se pone tieso debido a la contraccion
tonica generalizada de los misculos de los
miembros. Durante esta fase tonica, que dura menos
de 1 minuto, la respiracidn se detiene y puede
observarse cianosis. Luego de la fase tOnica, siguen
los movimientos clénicos, con periodos alternados
de contraccion y relajacion de los musculos de las
extremidades, por menos de 1 minuto. El paciente
puede morderse la lengua, y ocasionalmente se
observa espuma en la boca. También puede haber
incontinencia urinaria. Sigue un periodo de
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inconsciencia mas relajado, que dura alrededor de 1
minuto. Luego de esa fase, el individuo estd
confuso, adormecido, e incapaz relacionarse con el
medio por varios minutos, antes de recuperarse
totalmente. El paciente invariablemente no recuerda
haber sufrido una convulsion. Estas convulsiones
constituyen lo que antes se denominaba grand mal.
Convulsiones atdnicas: se caracterizan por la
pérdida abrupta del tono muscular, que
frecuentemente  causa  injuria.  Usualmente
comienzan en la nifiez y duran hasta la adultez.
Generalmente se presentan asociadas a retardo
mental.

Convulsiones parciales.

Este tipo de convulsiones se origina en un sitio

especifico del cerebro, aunque luego la propagacion pueda
afectar a toda la corteza. De hecho, mas de la mitad de los
pacientes que padecen epilepsias parciales presentan tanto
convulsiones parciales, simples y/o complejas, asi como
también convulsiones parciales que evolucionan a ténico-
clonicas generalizadas. De acuerdo a datos epidemioldgicos
en poblaciones europeas y de los Estados Unidos, el tipo mas
frecuente es la convulsién parcial compleja®.

v' Convulsiones parciales simples: se caracterizan

fundamentalmente por la conservacion de la
conciencia. Tienen una duracion de
aproximadamente 20 a 60 segundos. Los sintomas
observados reflejan la region en donde se origing la
convulsiéon, pudiendo incluir sintomas motores,
somatosensoriales (tales como entumecimiento,
hormigueo), sensoriales (visuales, auditivos,
olfatorios, gustatorios), autonémicos (dolor de
cabeza, vértigo, nauseas, dolor abdominal, disnea,
transpiracion).

Convulsiones parciales complejas: hay pérdida del
conocimiento que dura de 30 segundos a 2 minutos.
Se caracterizan por automatismos (conductas
repetitivas), tales como tragado, masticado,
movimientos aleatorios de los ojos. Durante el
automatismo, el individuo mantiene el control de la
postura y tono muscular pero realiza movimientos
sin darse cuenta de lo que hace.

Convulsiones  parciales que evolucionan
secundariamente a tonico-clonicas generalizadas:
aqui la convulsion parcial, simple 6 compleja,
evoluciona hasta convertirse en una convulsién
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generalizada tonico-clonica, con las caracteristicas
ya descriptas. Se detectan cuando la observacion
clinica y el EEG indican que la convulsién ocurre
desde un foco unilateral, y no se observa una
implicancia simultanea bilateral desde el comienzo
de la convulsién, como ocurre en las convulsiones
tonico-clonicas secundarias.

Diagndstico

Existen varias pruebas diferentes para determinar si
una persona sufre epilepsia y, si es asi, qué tipo de
convulsiones tiene. En algunos casos, la persona puede tener
sintomas que se parecen muchisimo a una crisis convulsiva,
pero de hecho son acontecimientos no epilépticos causados
por otros desérdenes. A veces es muy dificil apreciar la
diferencia entre estos desérdenes y la epilepsia sin la
observacion cercana y el empleo de pruebas intensivas.

Monitoreo por EEG

El EEG (electroencefalograma) es la prueba de
diagnodstico mas comun para la epilepsia y puede descubrir
anormalidades en la actividad eléctrica del cerebro. Los
pacientes con epilepsia con frecuencia tienen cambios en su
patron normal de ondas cerebrales, aun cuando no estan
experimentando una convulsién. Pero aunque este tipo de
prueba puede ser muy util en el diagndstico de la epilepsia,
no es infalible. Algunas personas siguen mostrando el patrén
de ondas cerebrales normal alin después de que han
experimentado una convulsion. En otros casos, las ondas
cerebrales inusuales se generan profundamente en el cerebro,
donde el EEG es incapaz de descubrirlas. Muchas personas
que no padecen epilepsia también muestran alguna actividad
cerebral inusual en un EEG. Siempre que sea posible, el EEG
deberia ser realizado dentro de 24 horas de la primera
convulsiéon de un paciente. Idealmente, el EEG deberia ser
realizado mientras el paciente duerme ademas de cuando esta
despierto, porque la actividad cerebral durante el suefio es a
menudo bastante diferente.

El MEG (magnetoencefalograma) permite supervisar
la actividad cerebral en puntos diferentes con el tiempo,
revelando funciones cerebrales diferentes. Mientras el MEG
es similar en el concepto al EEG, no requiere electrodos y
puede descubrir sefiales mas profundas en el cerebro que un
EEG.

Exploraciones Cerebrales

Uno de los modos mas importantes de diagnosticar la
epilepsia es por el empleo de exploraciones cerebrales. La CT
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(tomografia computada) y la MRI (imagen de resonancia
magnética) revelan la estructura del cerebro, siendo utiles
para identificar tumores cerebrales, quistes, y otras
anormalidades estructurales. La PET (tomografia de emision
de positrones) y una clase adaptada de MRI llamada MR/
funcional (fMRI) pueden ser usadas para supervisar la
actividad del cerebro y descubrir anormalidades en su
funcionamiento. La SPECT (tomografia computada de
emision de foton simple) es una clase relativamente nueva de
exploracion cerebral que a veces es usada para localizar focos
de convulsién en el cerebro. También se esta experimentando
con exploraciones cerebrales de espectroscopia de
resonancia magnética (MRS) que pueden descubrir
anormalidades en los procesos bioquimicos del cerebro, y con
espectroscopia de infrarrojo cercano, una técnica que puede
descubrir niveles de oxigeno en el tejido cerebral.

Historia Clinica

El analisis de wuna historia clinica detallada,
incluyendo sintomas y duraciéon de las convulsiones, es
todavia un método valioso para determinar si una persona
tiene epilepsia y qué tipo de convulsiones tiene. Ya que la
persona que ha sufrido una convulsién a menudo no recuerda
qué paso, la narracion de quien presencié la convulsion es
vital para esta evaluacion.

Andlisis de sangre

A menudo se examinan en busca de desdrdenes
metabolicos o genéticos, o bien para comprobar problemas
subyacentes como infecciones, envenenamiento por plomo,
anemia, y diabetes que pueden estar provocando las
convulsiones.

Tratamiento

El diagndstico exacto del tipo de epilepsia es crucial
para encontrar un tratamiento eficaz.

Hay muchos modos diferentes de tratar la epilepsia.
Los tratamientos actualmente disponibles pueden controlar
las convulsiones, al menos durante un periodo de tiempo, en
aproximadamente el 80 por ciento de las personas con
epilepsia. Sin embargo, el otro 20 por ciento tiene
convulsiones intratables. Esta estadistica pone en claro la
gran necesidad de nuevos tratamientos que existe aun hoy en
dia.

Una vez que la epilepsia es diagnosticada, es
importante comenzar el tratamiento cuanto antes, para evitar
que las convulsiones causen consecuencias no deseadas.
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Tratamiento farmacologico.

El tratamiento mas corriente de la epilepsia lo
constituye la prescripcion de drogas antiepilépticas. Este
punto se tratara en detalle en el proximo capitulo.

Cirugia.

Se recomienda que la persona sea evaluada para la
cirugia solo después de que los pacientes han intentado dos o
tres medicaciones diferentes sin éxito, o si hay una lesion
cerebral identificable que se cree que causa los convulsiones.

Para decidir si una persona puede beneficiarse de la
cirugia, se considera el tipo de convulsion que presenta, la
region cerebral involucrada y la importancia que esa region
tiene para el comportamiento diario. En general se evita
operar en las areas del cerebro que son necesarias para el
discurso, la lengua, el oido, u otras capacidades importantes.
Se supervisa al paciente de manera intensiva antes de la
cirugia para sefialar la posicion exacta en el cerebro donde
comienzan las convulsiones.

Asi como la cirugia puede reducir considerablemente
o inclusive acabar con las convulsiones, es importante
recordar que cualquier clase de cirugia conlleva cierto riesgo.
La cirugia para la epilepsia no siempre reduce
satisfactoriamente las convulsiones y puede resultar en
cambios cognoscitivos o de personalidad, atn en aquellos
pacientes que son excelentes candidatos para la cirugia.

Luego de una cirugia, es importante seguir tomando la
medicacion durante algun tiempo para dar tiempo al cerebro
para adaptarse de nuevo. Generalmente se recomienda seguir
con el tratamiento farmacoldgico durante 2 afios después de
una operacion exitosa para evitar nuevas convulsiones.

Los tipos de cirugia que actualmente se practican se
comentan a continuacion.

Cirugia para tratar condiciones subyacentes, como
un tumor cerebral o la hidrocefalia.

Cirugia para quitar foco convulsivo, apropiada sélo
para convulsiones parciales las cuales provienen de un area
del cerebro. Las lobectomias tienen una tasa de éxito del 55-
70 por ciento cuando el tipo de epilepsia y el foco estan bien
definidos, siendo la mas comun la secciéon del I6bulo
temporal.

Transeccion  multiple  subpial. Cuando las
convulsiones se originan en una parte del cerebro que no
puede ser quitada, se practican una serie de cortes que
impiden que la convulsion se extienda a otras partes del
cerebro.
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Callosotomia corpus. Implica el corte de la red de
conexiones nerviosas entre las mitades derecha e izquierda
del cerebro, se realiza principalmente a nifios con
convulsiones severas que comienzan en un hemisferio y se
extienden al otro. El procedimiento no evita las convulsiones
que se parten del lado del cerebro originalmente daifiado,
inclusive estas convulsiones parciales pueden aumentar
después de la cirugia.

Hemisferectomia. Este procedimiento, que quita la
mitad de la corteza cerebral, es usada sélo en nifios con
encefalitis de Rasmussen u otro dafio severo a un hemisferio
cerebral. A pesar de que este tipo de cirugia es muy radical y
es realizado so6lo como una ultima instancia, los nifios a
menudo se recuperan muy bien del procedimiento, y por lo
general se reducen enormemente sus convulsiones. Con
rehabilitaciéon intensa, a menudo recuperan capacidades casi
normales. Ya que la posibilidad de una buena recuperacion
solo es posible a corta edad, la hemisferectomia casi nunca se
realiza en nifios de mas de 13 afios.

Dispositivos.

El estimulador del nervio vago fue aprobado por la
Administracion de Drogas y Alimentos estadounidense
(FDA) en 1997 para el empleo en pacientes con convulsiones
que no son bien controladas por la medicaciéon. El
estimulador del nervio vago es un dispositivo a pilas que se
implanta quirirgicamente bajo la piel del pecho, como un
marcapasos, Y se liga al nervio vago. Este dispositivo entrega
paquetes de energia eléctrica al cerebro via nervio vago. Por
regla general, esta estimulacion reduce las convulsiones en un
20-40 por ciento. Los pacientes por lo general no pueden
dejar de tomar la medicacion, pero a menudo experimentan
menos convulsiones y pueden ser capaces de reducir la dosis
de su medicacion. Los efectos colaterales del estimulador del
nervio vago son generalmente suaves, pero pueden incluir
dolor de oido, dolor de garganta, o nauseas. El ajuste de la
cantidad de estimulacién por lo general puede eliminar estos
efectos colaterales. Las pilas en el estimulador del nervio
vago tienen que ser substituidas alrededor de una vez cada 5
afios, lo cual requiere de una operacién menor.

Otros varios dispositivos nuevos se estan actualmente
estudiando y pueden estar disponibles en el futuro. La
estimulacion transcranial magnética es un procedimiento que
usa un fuerte iman sostenido fuera de la cabeza para influir en
la actividad cerebral y reducir convulsiones. También se
estan desarrollando dispositivos implantables que pueden
entregar drogas a partes especificas del cerebro.
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Dieta.

Se ha demostrado que, en algunos casos, los nifios
experimentan menos convulsiones si mantienen una estricta
dieta cetogénica, rica en grasas y baja en carbohidratos. Esta
dieta propicia la combustion de grasas en lugar de
carbohidratos provocando un estado de cetosis, en donde la
formacion de  P-hidroxibutirato como  subproducto
probablemente inhiba las convulsiones. La dieta cetogénica
no es facil de mantener, ya que requiere la adhesion estricta a
una gama limitada de alimentos. Pero ademas de esta
incomodidad, existen efectos colaterales importantes, como
el crecimiento retardado debido a la deficiencia alimenticia, y
una acumulacion de acido drico en la sangre, que puede
conducir a célculos renales.

A pesar de que durante los ultimos 30 afios ha habido
un gran incremento del entendimiento de los fenomenos
neurobiologicos basicos y de algunos de los mecanismos
moleculares y celulares involucrados en los fendémenos
epilépticos, ain es necesario indagar mucho mas en el
conocimiento de estos procesos fisiopatolégicos®’. La
investigacion actual se basa fundamentalmente en la premisa
de que un mayor entendimiento de los mecanismos de la
epilepsia facilita el desarrollo de nuevos medicamentos para
el tratamiento de las convulsiones’.

Por lo tanto, la investigacién en esta area esta en
constante desarrollo, y es primordial contar con un panorama
permanentemente actualizado de los avances logrados, para
asi contribuir también a este incesante progreso.

! Hope Through Research: Seizures and Epilepsy. NIH Publication N°00-
156 (2000)

? Dichter, M.A. Emerging Insight into Mechanisms of Epilepsy:
Implications for New Antiepileptic Drug Development En: Epilepsia
Vol.35, Raven Press Ltd., New York (1994) pp. 51-7

? White, H.S. Epilepsia (1999) 40(5): 2-10

* Epilepsy: Epidemiology, Etiology and Prognosis. WHO Fact Sheet
N°165 (2001). Sitio web: www.who.int/inf fs/en/fact165. html

5 Edafiogho, 1.; Scott, K. Cap.39: Anticonvulsants. En: Wolff, M. (Eds.),
Burger’s Medicinal Chemistry and Drug Discovery 5" Edicién Vol.3:
Therapeutic Agents, John Wiley & Sons Inc. (1996) pp. 175-254



http://www.who.int/inf.fs/en/fact_165.html

Capitulo 2

¢ Commission on Classification and Terminology of the International
League Against Epilepsy. Proposal for revised classification of epilepsies
and epileptic syndromes. Epilepsia (1989) 30: 389-99

7 Commission on Classification and Terminology of the International
League Against Epilepsy. Proposal for revised clinical and
electroencephalographic classification of epileptic seizures. Epilepsia
(1981) 22: 489-501

% Loscher, W.; Schmidt, D. Epilepsy Research (1994) 17: 95-134
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DROGAS ANTIEPILEPTICAS

Al ser la epilepsia un sindrome caracterizado por
descargas neuronales excesivas, es de esperar que los
mecanismos de accion por los cuales las drogas
antiepilépticas (DAEs) manifiestan sus respuestas se
relacionen con un efecto inhibitorio en el SNC, opuesto a la
enorme excitacion propia del fenomeno convulsivo.

Efectivamente, la mayoria de las drogas antiepilépticas
en uso, ya sean aquéllas clinicamente establecidas o las
surgidas recientemente, manejan el control de la convulsion
incrementando la actividad inhibitoria o decreciendo la
actividad excitatoria del SNC. Esta modulaciéon se logra, a
nivel molecular, mediante un efecto sobre canales i6nicos,
receptores, o bien sobre el metabolismo de los
neurotransmisores.

Las distintas drogas actualmente en uso han surgido de
varias maneras. Entre las DAEs clasicas se destaca la
fenitoina, cuya actividad se descubrié mediante el empleo de
modelos animales de convulsion. Posteriormente se descubrié
que ésta actua mediante una accion sobre los canales de sodio
neuronales. Por otro lado, drogas como tiagabina surgen
gracias al empleo de un método mecanistico basado en el
conocimiento de los procesos involucrados en la prevencion de
los fendmenos convulsivos. Especificamente el uso de ensayos
farmacologicos in vitro permitié encontrar este compuesto
inhibidor de la retoma sinaptica de GABA'.

A diferencia de lo que ocurrid historicamente en
relacion al surgimiento de las DAEs clasicas, en donde
prevalecian las estrategias de screeming farmacolégico,
variacion estructural e inclusive el azar, actualmente se tiende
a seguir un proceso mucho mas racional, en donde entran en
Juego los conocimientos adquiridos a través de los afios sobre
los sistemas fisiopatolégicos y los modos de accion de las
drogas.

A continuacion se describiran las diferentes formas en
que las DAEs han sido descubiertas, y en la seccion siguiente
se detallaran los distintos mecanismos de accioén por los que
actiian, conocimiento gracias al cual pueden emplearse las
técnicas actuales del Disefio Racional al desarrollo de nuevas
DAEs.
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PANORAMA HISTORICO

Surgimiento de las drogas antiepilépticas cldsicas

Las primeras drogas usadas para el tratamiento de la
epilepsia fueron bromuros, introducidos hacia mediados
del siglo XIX para el tratamiento de convulsiones®. Los
bromuros fueron la uUnica terapia util durante
aproximadamente 60 afios, momento a partir del cual puede
considerarse que comienza la historia moderna de las
drogas antiepilépticas con la comercializacion en los
Estados Unidos, en 1912, del fenobarbital’ (Tabla 3.1). El
fenobarbital rapidamente se convirti6 en la droga de
eleccion, por ser mas efectivo y menos téxico que el
bromuro de potasio. Ademas, al ser la molécula del acido
barbiturico facilmente modificable, se sintetizaron muchos
analogos del fenobarbital, entre los cuales se destacod el
mefobarbital con buena capacidad antiepiléptica.

Afio
introducida Droga
en el mercado

Nombre Compaiiia
comercial farmacéutica

1912 Fenobarbital Luminal WINTHROP
1935 Mefobarbital Mebaral WINTHROP
1938 Fenitoina Dilantin PARKE-DAVIS
1946 Trimetadiona Tridione ABBOTT
1947 Mefenitoina Mesantoin SANDOZ
1949 Parametadiona Paradione ABBOTT
1950 Fentenilato®* Thiantoin LILLY
1951 Fenacemida Phenurone ABBOTT
1952 Metharbital Gemonil ABBOTT
1952 Benzoclorpropamida *  Hibicon LEDERLE
1953 Fensuximida Milontin PARKE-DAVIS
1954 Primidona Mysoline AYERST
1957 Methsuximida Celontin PARKE-DAVIS
1957 Etotoina Peganone ABBOTT
1960 Aminoglutetimida * Elipten CIBA
1960 Etosuximida Zarontin PARKE-DAVIS
1968 Diazepam * Valium ROCHE
1974 Carbamazepina Tegretol GEIGY
1975 Clonazepam Clonopin ROCHE
1978 Acido valproico Depakene ABBOTT
1981 Clorazepato dipotasico *  Tranxene ABBOTT

* retirada del mercado.
¢ aprobada como droga auxiliar para el tratamiento de la epilepsia.
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Tabla 3.1
Drogas
antiepilépti-
cas comercia-
lizadas en los
Estados
Unidos hasta
fin de los

arios 70 .

(tomado de
Porter y
col.')
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El efecto anticonvulsivo del bromuro y del
fenobarbital se descubri6 por azar, ya que no existia en aquel
momento una metodologia cientifica que usara modelos
experimentales de convulsiones para probar la capacidad
anticonvulsiva. El afio 1937 marc6 el comienzo de la
evaluacion experimental de las drogas en una etapa previa a
su uso clinico.

Las propiedades anticonvulsivas de la fenifoina se
descubrieron mediante la evaluacion de una serie de nuevos

compuestos suministrados por Parke-Davis*’, utilizando
un modelo de convulsiones basado en una técnica de
electroshock para animales®. Esta droga se sometié a los
ensayos clinicos en 1938 y se comercializ6 ese mismo
afio, debido fundamentalmente a su gran capacidad de
proteccion sumada a la falta de efectos sedantes. Por otro
lado, en aquella época, la introduccién de nuevas drogas
en los Estados Unidos so6lo requeria una calificacion
adecuada sin ser necesarias pruebas de seguridad o eficacia’.

El método de electroshock** ofrecia las ventajas de
su confiabilidad y capacidad cuantitativa para la evaluacion
de nuevos compuestos en animales. Se evitaba asi el ensayo
directo en humanos, que resultaba mas costoso e insumia mas
tiempo, ademas de constituir en si mismo un

OYN’CHJ procedimiento riesgoso. La colaboracion
3 o academia-industria en los Estados Unidos
gener6 una relacion floreciente durante los

H,C siguientes 20 afios, en donde muchas
] compaifilas  farmacéuticas =~ comenzaron
Parametadiona  yvectos  de  modificacién  molecular

mientras que los investigadores exploraban métodos nuevos y
mejorados para la induccion de convulsiones.

En 1944 se demostrd la capacidad anticonvulsiva de
la trimetadiona, que luego se convertiria en la primer droga
anti-ausencias, evitando las convulsiones provocadas por el

compuesto  convulsivo

pentilentetrazol (PTZ)*

en modelos animales.
0  En 1951 se investigd la
H,C actividad anticonvulsiva
de aproximadamente 65
fenilsuccinimidas® y se
encontr6 que entre los
compuestos anti-PTZ mas potentes figuraban fensuximida y
methsuximida, los cuales fueron luego aprobados para el
tratamiento de ausencias (en 1953 y 1957 respectivamente).

o

ZT

Methswuximida Etosuximida

* mas adelante, en las secciones 4 y 5 del capitulo 4, se describiran en
detalle las técnicas de evaluacion anticonvulsiva en animales
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Una tercer succinimida (efosuximida) se
introdujo en 1960 con el mismo propdsito. oy OV— /T
Durante el mismo periodo (1938-

. 1. HN o HN o}
1960) se comercializaron en Estados
Unidos dos analogos de fenitoina
(mefenitoina 'y etotoina), dos de
fenobarbital (metharbital y primidona), y Mefenitoina Etotoina

uno de trimetadiona (parametadiona),
cada uno con un espectro de actividad comparable al de su
compuesto padre y
Q comercializado  para

JL HN/\NH
N uso similar.
o o Notablemente,
o##o % todas las  drogas
antiepilépticas

desarrolladas  desde

Metharbital Primidona 1912 a 1960 sc
basaron en wuma R3

estructura heterociclica simple (Figura 3.1). Durante este 7 /
periodo, no se crearon estructuras genuinamente
novedosas sino que la atencion se centrdé en las X (o}
hidantoinas, barbituratos, oxazolidinodionas,
succinimidas y acetilureas. R1 R2

Figura 3.1

Estructura general de las DAEs. R1, R2 y R3 indican distintas cadenas laterales.
X = -NH- en hidantoinas, X = -CO-NH- en barbituricos, X = -O- en oxazolidinodionas,
X = -CHj- en succinimidas, X = -NH,- en acetilureas.

El ocaso del desarrollo de nuevos antiepilépticos

A la era altamente productiva de las drogas
antiepilépticas de los afios 40 y 50 siguié un periodo inerte de
mas de 10 afios (entre 1961 y 1973), durante el cual la
unica droga de interés que surgio fue el diazepam, de
relativa importancia para el tratamiento de las
convulsiones. A pesar de que muchos pacientes no
respondian a los tratamientos y otros sufrian los efectos
colaterales, existieron varias razones que contribuyeron
a esta etapa infructifera. Muchos médicos consideraban
que las mejoras en los tratamientos dependian
exclusivamente de un mejor uso de las drogas ya Diazepam
existentes, sumado al relativamente alto nimero de
drogas antiepilépticas disponibles y al interés que comenza a
despertar en las industrias farmacéuticas otro tipo de drogas
de accion en el SNC, como los tranquilizantes y sedantes-




e

Carbamazepina

(o)

Clonazepam

NH,

O
H
—N

Drogas Antiepilépticas

= -
¥

hipnéticos, por su mayor rédito. Esto condujo al
cuestionamiento por parte de las compaifiias farmacéuticas de
las posibilidades de que una nueva droga pueda capturar un
mercado suficientemente grande como para justificar el costo
de su desarrollo. El desarrollo de nuevas drogas se vio
ademas notoriamente afectado en los Estados Unidos cuando,
en 1962, se aprobd una legislacion’ que exigia establecer la
eficacia de la droga previa a su comercializacion. Esta
legislacion restringié ademas las condiciones de las
evaluaciones, lo cual tuvo un serio impacto en el surgimiento
de nuevos fiarmacos, no s6lo para el tratamiento de la
epilepsia sino también de otras enfermedades que afectaban a
un niumero limitado de la poblacion.

En 1967, un informe revelé6 que la mayoria de las
firmas farmacéuticas'® no contaban con desarrollos de nuevas
drogas antiepilépticas debido a que los costos eran
prohibitivos. Por otro lado, varias drogas no habian
sido aprobadas por la FDA* debido a que no contaban
con pruebas de eficacia adecuadas. Al mismo tiempo,
un informe académico elevado por quimicos
medicinales revel6 que no era posible acceder a las
evaluaciones farmacolégicas adecuadas para la
evaluacion de los potenciales agentes 0w OH
anticonvulsivos''. En un intento de /\I/\
revertir esta situacion, la Epilepsy
Branch del National Institute of - .

) L. Acido valproico
Neurological and Communicative
Disorders and Stroke dependiente del NIH* (Estados
Unidos), condujo los ensayos clinicos de siete drogas que

necesitaban ser so-

H 2 metidas a pruebas de

O &COOJK won  cficacia para poder
— ser comercializadas.

o Entre ellas se encon-
O traban compuestos
estructuralmente di-

versos, como la
carbamazepina, cu-
ya capacidad anticonvulsiva habia sido descubierta mediante

un estudio de relaciones estructura-actividad llevado a cabo a
fines de los afios 50 en los laboratorios Geigy, y el dcido

Cl

Clorazepato dipotdsico

* FDA (Food and Drug Administration): organismo estadounidense
encargado del control de alimentos y drogas

* Epilepsy Branch del National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke dependiente del NIH: Seccién
Epilepsia del Instituto Nacional de Desérdenes Neuroldgicos y
Comunicativos y Accidente Cerebrovascular dependiente del Instituto
Nacional de Salud (Estados Unidos)

= e

. !
Y

ti;\\

51



52

Capitulo 3

valproico, descubierto al azar a principios de los afios 60 en
Francia. Como resultado de este emprendimiento, se logro la
comercializaciéon de cuatro nuevas drogas: carbamazepina,
acido valproico, clonazepam y clorazepato dipotdsico.
Pronto quedé en evidencia la necesidad de implementar
también un programa de ensayo preclinico para el desarrollo
de nuevas drogas. Asi, la Epilepsy Branch (NINCDS — NIH,
Estados Unidos), cre6 en 1975 el Antiepileptic Drug
Development Program® (Programa ADD), que incluye las
fases de evaluaciéon preclinica agrupadas dentro del
Anticonvulsant Screening Project* (ASP)'“'2. Gracias al
funcionamiento de este Proyecto, en los Estados Unidos, se
reciben nuevas estructuras con potencial actividad,
provenientes tanto de entidades académicas como de
industrias, y se evalian sus capacidades anticonvulsivas a
nivel preclinico. Ademas, este Programa sirve como modelo,
a nivel mundial, de los lineamientos a seguir durante la
evaluacién anticonvulsiva temprana de una nueva droga.
Actualmente sélo un pequefio numero de compuestos
progresa desde las fases iniciales de identificacion de la
actividad hasta los procedimientos mas avanzados de
evaluacion'?.

Resurgimiento del interés por el descubrimiento
de nuevos agentes antiepilépticos

Entre las drogas desarrolladas antes de 1978, varias de
ellas siguen siendo las mas amPIiamente prescriptas:
4

fenitoina''>", carbamazepina””’ , valproato"”’”,

etosuximida'>"*, ?rimidona”, fenobarbital"'* y ciertas
benzodiazepinas'*'* (Tabla 3.2).

Aunque estas drogas prototipo son de considerable
uso en clinica actualmente, cerca del 30 por ciento de los
pacientes no logran wun adecuado control de sus
convulsiones, a pesar del uso optimo de las drogas
disponibles (refractariedad)". Otros que si lo logran lo hacen
a expensas de severos efectos colaterales''. Los problemas
asociados a la administracion de estas DAEs pueden ser leves
pero muchas veces tienen serias implicancias. Entre los mas
comunes se encuentran: ataxia, diplopia, embotamiento,
erupciones cutaneas, discrasias sanguineas, y

* Antiepileptic Drug Development Program: Programa de Desarrollo de
Drogas Antiepilépticas

* Anticonvulsant Screening Project: Proyecto de Screening
Anticonvulsivo
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hepatotoxicidad', los cuales se ven agravados por el hecho de
ser estos medicamentos de uso prolongado.

Por lo tanto, existe una gran necesidad de mejorar los
tratamientos farmacoldgicos. El programa ADD, asi como
varios otros programas de desarrollo de drogas comerciales,
han contribuido en gran manera a estimular el surgimiento de

nuevos antiepilépticos"'2.

Tabla 3.2 Drogas de uso primario en clinica, segin el tipo de convulsion.

(tomado de McNamara, J.0.%)

Anticonvulsivos Anticonvulsivos de

Tipo de convulsién - . .
clasicos creacion reciente

simples carbamazepina gabapentin
fenitoina lamotrigina
fenobarbital
primidona
valproato

complejas carbamazepina gabapentin
CONVULSIONES fenitoina lamotrigina
PARCIALES fenobarbital
primidona
valproato

secundariamente ténico- carbamazepina gabapentin
clonicas generalizadas  fenitoina lamotrigina
fenobarbital
primidona
valproato

ausencias clonazepam lamotrigina
etosuximida
valproato

CONVULSIONES mioclénicas valproato

GENERALIZADAS

ténico-clonicas carbamazepina
fenitoina
fenobarbital
primidona
valproato

Mientras que entre 1978 y 1993, no se aprobd ninguna
nueva droga en los Estados Unidos, a partir de 1993 cinco
nuevos agentes han sido aprobados y comercializados:
felbamato, gabapentin, lamotrigina, topiramato 'y
tiagabina, y muchas otros estan disponibles en otros
paises’'? (Tabla 3.3).
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Felbamato, gabapentin, lamotrigina, topiramato y
tiagabina se encuentran aprobados como tratamientos
auxiliares de convulsiones parciales refractarias a otros
anticonvulsivos en terapia con una sola droga. Felbamato ?/
lamotrigina también lo estan en terapia con una tnica droga .
Sin embargo, felbamato se usa sélo en casos complicados,
debido al riesgo de anemia aplastica fatal o hepatotoxicidad
que ha resultado de su uso crénico en algunos pacientes'®.

o NH, ,
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ho W WYL
H,N
Cl
H,N— o 07&
o Cl

Felbamato Gabapentin Lamotrigina Topiramato

Vigabatrin y zonisamida estan en proceso de ser aprobados
en los Estados Unidos y se encuentran disponibles
comercialmente desde hace varios afios en Europa y Japén
respectivamente'. Otras drogas se encuentran en etapas
tempranas del desarrollo (Tabla 3.3).

COOH COCH
SN o
N N
H

H Acido GABA
nipecotico

W NH,
\\
° COOH
/
o NH,
Tiagabina Zonisamida Vigabatrin

Resulta evidente que la década de los afios 90 ha
instaurado grandes avances en el desarrollo de DAEs,
constituyendo una era apasionante para los médicos, que
ahora pueden tratar pacientes con desérdenes convulsivos
refractarios'® (Tabla 3.2). Gran parte de esta importante
evolucién se debe al conocimiento y exploracion de nuevos
mecanismos de accion.

En la tabla 3.3 se listan las nuevas drogas surgidas en
esta etapa. Hay que remarcar que todas presentan estructuras
novedosas (Figura 3.2), ninguna deriva de la variacion de una
droga ya existente'. La singularidad de estas estructuras
sugiere que los mecanismos celulares y moleculares pueden
ser distintos.

Tabla 3.3 (pdgina siguiente).
Nuevas drogas antiepilépticas, comercializadas a partir de los afios 90, y en desarrollo.
(tomado de Taylor, Ch.P.")
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Aiio

Afio

Lo
;

Droga Ira. introducida en Compafiia Estudios Mecanismo de
g publ. * ol mercado farmacéutica clinicos®  accién propuesto®
. 1992 (UK ARKE- Fase 3 .
Gabapentin 1975 4 1993 ((US)) (WAI;(NER-I?A?\XI;ISERT) cor?lspeleta 1 sintesis de GABA (?)
Vigabatrin 197777 1990 (UK) =~ MARRION-MERRILL- cf;ﬁgta inhibicién de GABA-T
. . 1979 , Fase 3 canal Na*
Zonisamida 154 1995 (Japdn) DAINIPPON completa (canal Ca" tipo T)
Oxcarbaze- 1981 44, (Europa) NOVARTIS Fase 3 canal Na*
pina completa
canal Na*
1993 (US) Fase 3 (antagonista sitio de
Felbamato 1984 1995 (Europa) CARTER-WALLACE completa glicina NMDA)
(modulador GABA)
. . 1991 (UK) Fase 3 canal Na*
Lamotrigina 1984 1996 (US) GLAXO-WELLCOME completa (canal Ca™)
: 1996 (UK) MCNEIL Fase 3 canal Na'
Topiramato 1987 (antagonista AMPA)
1997 (US) (JOHNSON&JOHNSON) completa (modulador GABA)
1997 (US) NOVONORDISK, Fase 3 inhibidor retoma d
. . mmbidgor retoma de
Tiagabina 1987 (1]3931-60-3:) ABBOTT completa GABA
Remacemi- canal Na*
- 1990 ASTRA-ZENECA Fase 3 (antagonista NMDA)
. 1990 SCHWABE INa™ (?
Losigamona iss (GERMANY) Fase 3 :::; C:H((?))
1994 antagonista sitio de
Acea 1021 157 COSENSYS Fase 1 glicina NMDA
(bloqueo de AMPA)
antagonista no
LY 300164 LILLY Fase 2 competitivo AMPA
1 sintesis de GABA
D23129 1994 TR Fase 1 antagonista kainato
apertura canal K*
GP3269 1996 GENSIA-SICOR Fase 1 inhibidmt adenosina
quinasa
534U87 1996 aaxoweticome  Fasel canal Na"
(discont.”)
NNC14- Fase agonista parcial
0185 NOVONORDISK breclinica benzodiazepinas
Rufinamida NOVARTIS Fase 3 canal Na"
Ganaloxona COSENSYS Fase 2 modulacion alostérica

* afio en que fue publicada por primera vez.
* Fase de los estudios clinicos en que se encuentra: Fase 1 comprende
estudios en voluntarios sanos para determinar tolerancia y
farmacocinética, Fase 2 denota estudios preliminares de eficacia en
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El progreso en el descubrimiento de nuevas DAEs se
describe claramente en la serie de reportes sobre las
Conferencias que se vienen realizando en Eilat (Israel) desde
principios de los afios 90''*!*?° en donde se dan a conocer
los dltimos avances mundiales en el desarrollo de DAEs y se
plantean los posibles mecanismos de accion asociados a cada
nuevo farmaco.

pacientes epilépticos, Fase 3 indica estudios doble-ciego, controlados por
placebo en pacientes epilépticos.

* en la siguiente seccion se describirdn en detalle cada uno de estos
mecanismos por los que actian las DAEs.

¥ recientemente discontinuada.

Figura 3.2
Estructuras
de las nuevas
DAEs.

Salvo algunas
excepciones
sus

estructuras
no se
asemejan
entre si.
Mientras que
gabapentin y
vigabatrin
derivande la
estructura del
GABA y
tiagabina se
relaciona con
el dcido
nipecotico
(ver
esquemas
anteriores),
GP3269 es
estructural-
mente similar
ala
adenosina y
ganaloxona a
la
progesterona.
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MECANISMOS DE ACCION
DE LAS DROGAS ANTIEPILEPTICAS

La clasificacion de las DAEs de acuerdo a su
mecanismo de accion es generalmente complicada debido a
que muchas drogas poseen mas de un mecanismo responsable
de la accidn anticonvulsiva, estando bajo estudio cual es el
mecanismo primario de cada una'. Este ultimo esta en
estrecha relacion con el perfil farmacolégico que exhiben las
drogas en su evaluacion preclinica en modelos animales, que
a la vez es indicativo de la eficacia frente a determinado tipo
de convulsion en humanos. El tema en particular de la
relacion que existe entre el perfil preclinico en animales y la
eficacia clinica en humanos se tratara mas adelante (seccion 4
del capitulo 4), en referencia al empleo de los distintos
ensayos de evaluacion preclinica.

Durante la evaluacion preclinica de las drogas, se
utilizé en muchos casos (lamotrigina, zonisamida, felbamato,
topiramato y varias otras) la técnica de electroshock (ver mas
adelante, secciones 4 y 5 del capitulo 4) para la
determinacion de la capacidad anticonvulsiva. La respuesta
positiva en este modelo animal se relaciona con un probable
mecanismo de accién por bloqueo de los canales de Na*
neuronales'. Otras drogas fueron seleccionadas sobre otras
bases, como los inhibidores selectivos de la enzima GABA-
transaminasa (vigabatrin), los inhibidores selectivos de la
retoma sinaptica de GABA (tiagabina), y varios moduladores
alostéricos de los receptores GABA. La evaluacion inicial
con ensayos farmacoldgicos in vitro relacionados con un
sistema especifico permitié asignarles un determinado
mecanismo de accion. Gabapentin es una de las tantas
estructuras analogas de GABA diseiladas quimicamente para
imitar su accién en el cerebro®', que logra cruzar las barreras
mucho mas facilmente que éste. Sin embargo, contrariamente
a lo supuesto, resulté no ser un agonista de GABA**. Otras
drogas, como el inhibidor de la adenosina quinasa GP3269,
fue disefiado racionalmente para actuar mediante un nuevo
mecanismo que todavia no habia sido ensayado clinicamente.

En base a lo expuesto, se ve claramente que la
tendencia actual se enfoca hacia un desarrollo racional de
nuevas DAEs, en donde prevalece la comprension de los
mecanismos de accidon asociados a una respuesta
anticonvulsiva, dejando en segundo plano los métodos
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s 4
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clasicos de screening al azar o de variacion estructural de
compuestos conocidos.

GABA 21 gabapentin

D23129

tiagabina
(=)
transportador
GABA topiramato
™ ACEA1021
zon Y300164
oxcarbazepi LTn
felbamato )
lamotrigina canal CI ~——— felbamato
topiramato (=) GABA , remacemida
remacemida ACEA1021
losigamona(?)
534087
rufinamida
Figura 3.3

Sitios de accion de las nuevas DAEs.

Las lineas finas indican las drogas que inhiben (-) o incrementan (+) las acciones celulares
en los distintos sitios de la terminales nerviosas gabaérgicas o glutamatérgicas y en la
membrana postsindptica. Obsérvese que algunas drogas estdn citadas varias veces debido a
que actuan por mds de un mecanismo simulténeamente.

en naranja: via glutamatérgica.

en turquesa: via gabaérgica.

en amarillo: modulacion directa de corrientes ionicas.

GAD: glwtamato decarboxilasa, GABA: dcido y-aminobutirico, GABA-t: GABA
transaminasa, SSAH: semialdehido succinico, GABA,: receptor GABA, AMPA/KA:
receptor AMPA (dcido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico) o receptor kainato,
NMDA: receptor NMDA (N-metil-D-aspartato)

(tomado de Taylor, Ch.P.))

El conocimiento logrado a nivel molecular permite
centrarse en los mecanismos mas importantes por los que las
DAEs manifiestan sus acciones, los cuales pueden
recapitularse de la siguiente manera:



Tabla 3.4
Perfil
mecanistico
de las

DAEs
cldsicas y
nuevas.

(tomado de
White,
HS 14 )

Drogas Antiepilépticas

v aumento de la inhibicién neuronal mediada
por GABA,

v disminucion de la  neurotransmision
excitatoria mediada por glutamato, y

v" modulacion de los canales idnicos.

Estos mecanismos generales constituyen las principales
estrategias a seguir en el desarrollo de nuevas DAEs.

En la figura 3.3 se representan esquematicamente estas
tres vias de accion en forma conjunta, y las nuevas DAEs
capaces de interactuar en cada punto de estos procesos.

En el caso de muchos antiepilépticos clasicos e incluso
de algunos nuevos, son varios los procesos que se encuentran
implicados simultaneamente en la respuesta bioldgica (Tabla
3.4y figura 3.3).

Mecanismo de accion Anticonvulsivos  Anticonvulsivos de
propuesto clasicos creacion reciente

Bloqueo de los canales de fenitoina felbamato
Na' voltaje-dependientes carbamazepina gabapentin
valproato lamotrigina

topiramato
oxcarbazepina
zonisamida
remacemida’
rufinamida’
ralitolina'®
dezinamida'®
Vinpocetina®*

Incremento de la inhibicion ~ benzodiazepinas  vigabatrin
mediada por GABA fenobarbital tiagabina
valproato (?) gabapentin
felbamato
topiramato
zonisamida

Bloqueo de los canales de etosuximida gabapentin

Ca"" voltaje-dependientes valproato (?) zonisamida
felbamato
lamotrigina
oxcarbazepina

Disminucién de la excitacion felbamato
mediada por glutamato topiramato

A continuacion se describirdn brevemente cada uno de
estos mecanismos de accion generales, haciendo hincapié no
s6lo en la forma en que cada uno de ellos se manipula
farmacologicamente para lograr la prevencion de la excesiva
excitacion convulsiva, sino también en los sitios especificos
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en donde hoy se conoce que actuan algunas de las
ampliamente utilizadas DAESs clasicas.

Modulacion directa de los canales ionicos

El ambiente idnico es vital para la excitabilidad de las
neuronas. Todas las drogas en ultima instancia manifiestan sus
acciones a nivel ionico en las sinapsis y membranas, ya sea
actuando directa o indirectamente sobre las conductancias
i6nicas®. Una accién directa sobre la conductancia ionica de la
membrana neuronal afecta la tendencia al disparo de los
potenciales de accién. Sin embargo, la posibilidad de
desarrollar drogas que modulen selectivamente la regulacion
ionica de la excitabilidad neuronal no fue posible sino hasta el
descubrimiento y caracterizacién de los canales iénicos®®. Los
canales catidnicos regulados por voltaje son una importante
superfamilia de proteinas de membrana excitables, siendo de
gran importancia los canales de Na', como también los de
Ca™ y los de K* . Distintas drogas pueden modular el
funcionamiento de estos canales catidnicos mediante la union
a sitios receptores ubicados en algunas de sus subunidades®.

Canales de sodio.
Los canales de Na' dependientes del voltaje son
responsables de la propagacion de los potenciales de accion
en las fibras mielinizadas y no mielinizadas. Son capaces de
adoptar 3 estados conformacionales: abierto, de reposo e
inactivado®. Cada estado permite una determinada
permeabilidad al Na* ?°. Luego de que la membrana se
despolariza, la permeabilidad al Na* aumenta y éste entra en
la célula, siguiendo luego un retorno al estado normal®
(Figura 3.4).
Figura 3.4
Abierto Inactivado Inactivacion del canal de
Na', intensificada por el
farmaco anticonvulsivo, que
reduce la capacidad de las
neuronas para efectuar
activacion a frecuencias
altas.
A: compuerta de activacion.
I: compuerta de inactivacion.

Lamotrigina (tomado de McNamara,
Valproato
a, vValproatc ‘]'027)

Durante una convulsion, se observa que las neuronas
presentan despolarizacion y potenciales de accion de
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activacion a frecuencias altas. Este patréon de activacion
neuronal es caracteristico de las convulsiones, y es
infrecuente durante la actividad neuronal fisiolégica®’.
Carbamazepina, lamotrigina, fenitoina y 4acido valproico
inhiben esta activacidon de alta frecuencia en neuronas del
foco epiléptico (sin afectar la generacion de potenciales por
parte de neuronas centrales normales)?®, lo cual se considera
que esta mediado por la disminucién en la capacidad de los
canales de Na* de recuperarse de dicha activaciéon®’. Esto es,
se requiere la apertura desencadenada por la despolarizacion
de los canales de Na' en la membrana axoniana de una
neurona, para que se produzca un potencial de accion.
Después de su apertura, los canales se cierran de manera
espontanea, proceso que se denomina inactivacién. Se piensa
que esta inactivacion da origen al periodo refractario, lapso
breve después de un potencial de accién durante el cual es
imposible evocar otro potencial. Al recuperarse de la
inactivacion, los canales de Na* quedan de nuevo preparados
para participar en otro potencial de accion. Como la
activacion a una velocidad baja da un tiempo suficiente para
que los canales se recuperen de la inactivacion, ésta tiene
poco o ningun efecto en la estimulacién de baja frecuencia.
Sin embargo, el decremento en la velocidad de recuperacion
de los canales limitaria la capacidad de una neurona para
activar a frecuencias altas, efecto que quizas sea por el que
actian carbamazepina, lamotrigina, fenitoina y 4cido
valproico®’.

Se postula que el sitio de accion de los
anticonvulsivos se encuentra en el lado intracelular del
canal”® (Figura 3.4), y al activarse se produce una inhibicién
alostérica del sitio 2 de neurotoxinas® (ver mas adelante,
capitulo 5).

Canales de calcio.

Los canales de Ca"™ juegan un rol fundamental en la
funcién neuronal'”. Se clasifican en cuatro tipos principales (T,
N, L y P) encontrandose todos ellos en neuronas.

Las descargas de potenciales de accion de las neuronas
talimicas son mediadas por la activacion de los canales de
Ca™" tipo T regulados por voltaje’’ (Figura 3.5). El mecanismo
principal por medio del cual parece actuar la mayor parte de
los farmacos en las crisis de ausencia (etosuximida, acido
valproico, trimetadiona) es la inhibicion de la corriente T .
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Figura 3.5
Reduccion de la
corriente por los
canales de Ca'’ del
tipo T, inducida por
los farmacos
anticonvulsivos.

(tomado de
McNamara, J.O. %)

Ca®* ca*

Canales de potasio.

La conductancia al K* esta involucrada en el control
de la excitabilidad neuronal®. La activacién de los canales de
K" se piensa que hiperpolariza las neuronas y por lo tanto las
inhibe. Se han desarrollado drogas selectivas para estos
canales, pero aun no se han logrado analogos capaces de
penetrar la barrera hemato-encefalica (BHE)®'.

Disminucion de la excitacion mediada por glutamato

Los aminoacidos glutamato y aspartato son los
principales neurotransmisores excitatorios del sistema nervioso
central de los mamiferos.

Existe cada vez mas evidencia de que una anormalidad
en la neurotransmision mediada por glutamato puede
contribuir al fenémeno epiléptico’>>**3%% 1 os receptores de
aminoacidos excitatorios consisten en al menos tres tipos
ionotropicos y un tipo metabotropico, pudiendo este ultimo
clasificarse en ocho subtipos diferentes (como se verd con
mayor detalle en el capitulo 6). Los receptores ionotrépicos
son canales ionicos regulados por ligando y son los mads
extensamente estudiados®®, mientras que los del tipo
metabotropico estan acoplados a proteinas G y su activacion
desencadena una respuesta metabolica. Los primeros estan
acoplados a un canal catidénico que se abre en respuesta a la
union de agonistas, lo cual despolariza a la célula, y se
clasifican de acuerdo a los agonistas selectivos para cada uno.
Los principales son: NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA
(&cido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) y
kainato®.

El hecho de que los antagonistas del receptor NMDA,
tanto competitivos como no competitivos, han demostrado ser
efectivos como anticonvulsivos en varios modelos animales de
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epilepsia®’ fomenté en gran medida esta linea de investigacion.

El receptor NMDA consta de un sitio de unién de
glutamato y un sitio para el co-agonista glicina, debiendo estar
ambos sitios ocupados para que se produzca la apertura del
canal, permitiendo el pasaje de Ca™ y Na" hacia el interior de
la célula y de K" hacia el exterior””. Drogas clasicas, como
fenitoina, carbamazepina y acido valproico bloquean en cierta
medida las respuestas mediadas por el NMDA*%*. Sin
embargo, a pesar de que el desarrollo de antagonistas
selectivos del receptor NMDA aparecia como una
prometedora estrategia para el disefio racional de nuevas
DAEs no ha dado resultados tan beneficiosos como se
esperaba, en el sentido de que practicamente todos los
antagonistas produjeron importantes efectos adversos
psicotomiméticos, como confusién'®. A este problema se sumé
el hecho de que en algunos tipos de epilepsia, los pacientes
estan mas predispuestos a la psicopatologia™ que las personas
sanas.

Otras estrategias alternativas para la disminucion de la
neurotransmisién glutamatérgica consisten en el uso de drogas
que actian en el sitio de glicina del receptor NMDA,
antagonistas de los receptores ionotropicos AMPA y kainato,
ligandos del receptor metabotrégico, y drogas que inhiban la

liberacion de glutamato?®*~*3641:42,

Incremento de la inhibicion gabaérgica

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en
el cerebro®’. El incremento de la inhibicion sindptica mediada
por el GABA reduce la excitabilidad neuronal y eleva el
umbral convulsivo’’. Hay gran evidencia que demuestra que
éste es el mecanismo de accion de varias DAEs clasicas usadas
en clinica, particularmente barbituratos, benzodiazepinas y
4cido valproico®. También diversos farmacos de la nueva
generacion bloquean las convulsiones al fomentar la inhibicién
sindptica mediada por GABA a través de una actividad en
distintos sitios de la sinapsis gabaérgica (Figura 3.3). En medio
fisiologico, el GABA se encuentra casi exclusivamente en su
forma zwitterionica, siendo practicamente incapaz de penetrar
la BHE, por lo tanto una condicién que deben cumplir los
nuevos analogos es contar con una mayor capacidad de
atravesarla®.

El GABA se sintetiza en las neuronas gabaérgicas a
partir de glutamato, gracias a la enzima glutamato
decarboxilasa (GAD)?. Se sabe que una de las acciones del
acido valproico es la de aumentar los niveles de GABA
mediante el incremento de la actividad de la enzima GAD*.
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La metabolizacion del GABA se lleva a cabo tanto en
las neuronas como en la glia, mediante su conversién a
semialdehido succinico catalizada por la enzima GABA
transaminasa (GABA-t). La inactivacion de esta enzima
conduce a la acumulacién de GABA en el cerebro®.

Una vez liberado en la hendidura sinaptica, el GABA
puede actuar en alguno de sus receptores, o bien ser
recaptado a las terminales nerviosas o a las células gliales®.
Una accion para disminuir este efecto es el desarrollo de
agentes inhibidores de esta retoma como el acido nipecético,
un andlogo de GABA, que bloquea este proceso pero no es
capaz de penetrar la BHE®.

El principal receptor postsindptico es el receptor
ionotropico GABA,, aunque también existen los receptores
GABAB, que estan acoplados a través de proteinas G con
canales de K* y Ca™ neuronales* y han sido implicados en la
modulacion presindptica de la liberacion de GABA, aunque su
funcién es limitada*®.

La activacion del receptor GABA, inhibe a la célula
postsinaptica, al incrementar el flujo de iones CI' hacia el
interior de la célula, lo cual tiende a hiperpolarizar a la
neurona’’ (Figura 3.6). Las benzodiazepinas y los barbitiricos
actuan facilitando la inhibicién gabaérgica mediante la unién a
sitios moduladores en el receptor GABAA'5’25’27. El sitio de

Sitio de reconocimiento
del GABA

Figura 3.6

En presencia de GABA, el
receptor GABA 4 se abre, lo
que permite la entrada de
CI, que a su vez
incrementa la polarizacion
de la membrana Algunos
farmacos anticonvulsivos
favorecen la entrada de
Cr.

(tomado de McNamara,
JO7)

unién a benzodiazepinas es un sitio alostérico que interactia
con el sitio de reconocimiento de GABAY y el efecto es
aumentar el nimero de canales de CI” abiertos por una cierta
concentracién de GABA®®. Los barbitiricos, en cambio,
incrementan el tiempo promedio de apertura del canal'’.
Ademas del sitio de agonistas y de los sitios
moduladores de benzodiazepinas y barbituricos, el receptor
GABA, comprende también varios otros sitios de uni6on a
drogas mediante los cuales puede  modularse
farmacologicamente el efecto del GABA en la conductancia al
CI. Ciertos esteroides muestran el mismo efecto que los
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barbitdricos, pero gracias a la union a un sitio distinto. Varios
compuestos convulsivos, como picrotoxina, PTZ y TBPS (t-
butilbiciclofosforotionato) se unen a otro sitio mediante lo cual
reducen a través de un impedimento estérico el pasaje de Cl-
por el canal'’.

Los receptores GABAA muestran una heterogeneidad
estructural llamativa en el cerebro, comprendiendo cinco
clases de subunidades diferentes (c, B,v, 6, p) las cuales
consisten de varias variantes (existen, por ejemplo, al menos 6
clases distintas de subunidades ). Asumiendo que el
receptor GABA4 tiene una estructura pentamérica compuesta
de dos subunidades oy dos B, junto con una y o una 3, el
niimero teérico de variantes posibles excede las 500°°.

No todos los sitios de union descriptos estan presentes
en cada subtipo de receptor GABA,. El sitio de
benzodiazepinas se encuentra en la subunidad o, mientras que
el sitio de GABA esta localizado en la subunidad B, siendo
necesarias las subunidades y, yys; para la funcionalidad de
estos sitios”””'. Ademsas, la farmacologia de los sitios
alostéricos y del sitio de GABA mismo es dependiente de la
composicién de las subunidades™.

En vista de la heterogeneidad de receptores GABA4 y
la potencial diversidad de funciones*°%, pueden surgir
nuevos conceptos de desarrollo de drogas en el sentido de que
ligandos selectivos de los subreceptores GABAA pueden
presentar ventajas como DAEs, comparados con los agonistas
tradicionales no selectivos'”.

Mono y politerapia con fdrmacos antiepilépticos

El concepto futuro en cuanto al tratamiento de la
epilepsia esta orientado a la monoterapia o a la politerapia
racional. El concepto de monoterapia esta restringido a la
manipulacién de un unico mecanismo farmacologico, y no a
la administracion de una uUnica droga (pseudomonoterapia)
que puede tener varios modos de accidn, no todos
necesariamente deseados. La politerapia enfoca el tratamiento
mediante mas de un mecanismo de accién, empleando una
droga para cada mecanismo”°.

Por un lado, drogas como ETH con un espectro de
accion reducido (Tabla 3.2) probablemente debido a su
accion mediada por un Gnico mecanismo (Tabla 3.4), son
utiles para ciertos tipos de convulsiones. Pero en muchos
casos, cuando el tipo de epilepsia a tratar esta asociado a un
conjunto de mecanismos fisiopatologicos, lo ideal seria el
tratamiento con una droga que intervenga en varios
mecanismos simultaneamente, tal como el acido valproico.
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En este caso también seria eficaz la politerapia racional,
recurriendo al empleo de varias drogas con mecanismos de
accidn unicos, pero que en suma no produzcan mas efectos
secundarios que si se usara una sola droga multiple.

La tendencia al uso de drogas con mecanismos puros
depende del progreso en el conocimiento intimo de la
epileptogénesis y del desarrollo de nuevos farmacos en base a
este conocimiento. Probablemente en un futuro nos
encontraremos frente a una eleccion mucho mas racional de
los tratamientos farmacoldgicos, implicando tanto el uso de
drogas nuevas con mecanismos puros, como asi también
drogas clasicas con mecanismos multiples.
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@ CAPITULO 4 %

DESCUBRIMIENTO DE NUEVAS DROGAS
CON ACCION ANTICONVULSIVA

El fin principal de la investigacion expuesta en este
trabajo de Tesis es el descubrimiento de nuevas drogas para
el tratamiento de la epilepsia. Puntualmente el aporte a este
conocimiento consiste en la busqueda de los requisitos
minimos que debe presentar una estructura para manifestar
actividad anticonvulsiva. Se plantean para ello metodologias
indirectas de Disefio Racional. El punto de partida es la
eleccion de un compuesto lider sobre el cual se proponen
variaciones quimicas tendientes a su optimizacion, tanto en el
incremento de su potencia como en la disminucion de efectos
colaterales. El paso siguiente es la sintesis y evaluacion
biologica de los derivados planteados. Contando asi con seis
estructuras andlogas e incluyendo ademas otros siete
compuestos con un mismo perfil farmacoldgico, se identifica
un farmacéforo para la accion protectora frente a las
convulsiones provocadas por el Electroshock Méximo (mas
adelante, en las secciones 4 y 5 del capitulo 4, se describiran
en detalle las técnicas de evaluacion anticonvulsiva en
animales). Basandose en el conocimiento adquirido, se
procede luego al Disefio de nuevas estructuras, y por ultimo
se realiza un analisis QSAR incluyendo a todos los derivados
estudiados.

A lo largo de este capitulo se describiran estas etapas,
precisando en cada caso la justificacion de la metodologia
elegida, los resultados obtenidos, las discusiones y
conclusiones alcanzadas.



ELECCION DEL COMPUESTO LIDER
Y PLANTEO DE LAS METODOLOGIAS
DE OPTIMIZACION

Segin se discuti6 en el capitulo 3 (item
“Resurgimiento del interés por el descubrimiento de nuevos
agentes antiepilépticos”), todo antiepiléptico clasico es
factible de ser mejorado, debido fundamentalmente a que
todos poseen efectos adversos asociados, ademas de la alta
refractariedad observada en los tratamientos actuales. A pesar
de los grandes avances logrados en los afios 90 en el
desarrollo de nuevos farmacos antiepilépticos, aun sigue
existiendo una gran demanda de nuevos y mejores
tratamientos' .

El acido valproico (Vpa) es el compuesto lider
seleccionado en la presente investigacion como estructura
basica sobre la cual trabajar. Existen varias razones para esta
eleccion.

En primer lugar, el Vpa es una droga de primera
opcion en la fase clinica. En el momento de la indicacion
médica, tiene gran importancia el hecho de ser la droga
antiepiléptica con mayor espectro de accion, efectiva tanto
frente a las convulsiones parciales como a las generalizadas
(ver tabla 3.2 del capitulo 3).

No se conocen con precision las bases moleculares de
la acciéon anticonvulsiva del Vpa, aunque se postulan tres
mecanismos posibles:

v" interaccion con los canales de sodio voltaje depen-
dientes®,

v reduccion de la corriente de canales T de calcio®,

v elevacion de la concentracion en cerebro de acido
y-aminobutirico (GABA) y potenciacion de sus
respuestas’.

La convulsion epiléptica puede deberse a multiples
factores. Por ello, las drogas antiepilépticas con varios
mecanismos de accion, tales como el Vpa, tienen claras
ventajas en su eficacia antiepiléptica clinica respecto a las
drogas de efecto selectivo. Por otro lado, al existir varios
mecanismos de accién implicados en la manifestacion de su
accion, es muy probable que las modificaciones realizadas en
su estructura permitan obtener nuevos compuestos que
conserven al menos alguno de estos mecanismos.

Ademas, este compuesto lider posee una ventaja
adicional desde el punto de vista quimico-medicinal. A

1
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diferencia de la complejidad molecular asociada a los anillos
heterociclicos de la mayoria de los antiepilépticos de uso
clinico, el Vpa es estructuralmente una molécula alifatica
simple (4cido dipropilacético). Esto brinda la posibilidad de
obtener informacion relevante a partir de un nimero discreto
de modificaciones moleculares, ya que pueden proponerse
dos unicas opciones de modificacion estructural: trahajar
sobre el grupo funcional carboxilato o sobre las calenas
hidrocarbonadas alifaticas.

! Taylor, Ch.P. Cap.69: Mechanisms of New Antiepileptic Drugs. En:
Delgado-Escueta, A.V.; Wilson, W.A.; Olsen, R.W.; Porter, R.J. (Eds.),
Jasper's Basic Mechanisms of the Epilepsis, 3 Ed : Advances in
Neurology, Vol.79, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia (1999)
?p. 1011-1026

McNamara, J.O. Cap.20: Fdrmacos Eficaces para el Tratamiento de las
Epilepsias En: Hardman, J.G.; Limbird, L.E.; Molinoff, P.B.; Ruddon,
R.W.; Goodman Gilman, A. (Eds.) Las Bases Farmacoldgicas de la
Terapéutica, 9na Ed., Vol.l McGraw-Hill InterAmericana, México (1996)
pp- 491-519
3 White, H.S. Mechanisms of antiepileptic drugs. En: Porter, R.;
Chadwick, D. (Eds.), Epilepsies 11, Butterworth-Heinemann, Boston
(1997) pp.1-30
4 Kelly, K.M.; Gross, R A.; Macdonald, R.L. Newrosci. Lett. (1990) 116:
233-8
5 Rogawski, M.A_; Porter, R.J. Pharmacol. Rev. (1990) 42: 223-86



NUEVOS COMPUESTOS OBTENIDOS
POR VARIACION ESTRUCTURAL
DEL ACIDO VALPROICO

Ya se ha presentado, en la seccion anterior, la
justificacion de la eleccion del Vpa como estructura de partida
sobre la cual realizar modificaciones. Se analizaran a
continuacion las variaciones que se pueden plantear a la
estructura de esta droga, considerando las ventajas vy
desventajas asociadas a cada modificacion.

Desde el punto de vista quimico medicinal pueden
postularse varias posibles modificaciones a la estructura
original del 4cido dipropilacético, a saber:

v" modificaciones sobre las cadenas
n-propilicas: cambio en la

longitud de las cadenas  steres H [

de )

alquilicas, introduccion

amidas

) ; C o
insaturaciones, ciclacion,
ramificaciones,

v derivatizacion a ésteres, ;

v’ derivatizacion a amidas: mono- y andlogos, metabolitos

di-sustituidas.

Estado de la investigacion en el tema

Desde el descubrimiento azaroso de la capacidad
anticonvulsiva del Vpa, comenzaron a estudiarse numerosos
compuestos similares a éste, con el objeto de encontrar nuevas
estructuras que sean aun mas potentes y que posean menor
neurotoxicidad que el Vpa.

Los compuestos resultantes de esta investigacion
pueden clasificarse segun:

acidos carboxilicos analogos del Vpa
metabolitos del Vpa

derivados amidicos de Vpa y acidos relacionados
prodrogas del Vpa

ANENENEN
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Acidos carboxilicos anidlogos de acido valproico.

Con la idea de investigar los resultados de las
modificaciones sobre las cadenas propilicas originales del Vpa,
varios autores sintetizaron y evaluaron gran cantidad de acidos
monocarboxilicos andlogos del dacido valproico. Se plantearon
cambios en la longitud, saturacién y ramificacion de las

HO
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1 2 3 4 5
o HO___0O HO. __© HO 0O

7 9

HO
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cadenas hidrocarbonadas unidas al grupo 4cido, resultando
incluso en la generacion de compuestos ciclicos. En 1983,
Keane' encontr6 una correlacion significativa entre la longitud
de las cadenas laterales y la potencia anticonvulsiva de 10

analogos del Vpa (1-10). Sin embargo, paralelamente al
aumento de la longitud, aparecen fenomenos sedativos y
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toxicos. Los 3 derivados no ramificados (1, 5 y 8) no
presentaron actividad'. Posteriormente, Loscher? ensayd 32
analogos (2-4,6,9-24) y metabolitos (25-35) del Vpa,
comprobando que tanto la disminucién de la longitud de las
cadenas laterales, asi como la obtencidon de derivados no
ramificados o compuestos ciclicos, conducian a actividad débil
o nula, mientras que la elongacién de las cadenas originaba
compuestos con mayor actividad pero también mayores
efectos colaterales. Abbott® ensay6 también una serie de acidos
monocarboxilicos estructuralmente relacionados al Vpa
(10,24,31,36-42) sin lograr una mejora significativa en la

Hoio Hoio HOI.; HO\EO/\
36 3 38
39

HO 0
HO 0] HO o]
M/\ /\I/\
40 11 E})

potencia. A partir de un analisis QSAR, estos autores
sugirieron que existen otros factores, distintos del logP y el
pKa, que influyen en la actividad. A modo de ejemplo puede
mencionarse el efecto estérico, vinculado a la naturaleza de los
sustituyentes alquilo®.

En relacion a las cadenas laterales, la afirmacion de
que el dcido valproico posee la estructura quimica optima con
respecto al margen entre su actividad anticonvulsiva y sus
efectos colaterales sedativos e hipndticos, qued6 entonces
demostrada'***,

Sin embargo, los efectos adversos centrales no son los
unicos asociados al uso del Vpa. Originalmente considerado de
baja toxicidad, desafortunadamente el Vpa demostré tener un
considerable potencial teratogénico en humanos. Actualmente
se sabe que su uso durante el embarazo lleva a la aparicion de
malformaciones®®”**!°, siendo el efecto mds aparente y
severo la espina bifida®. En animales de experimentacion
(ratones) se ha encontrado exencefalia''"'*'? cuando el Vpa se
administra al dia 8 de gestacion y espina bifida'""'>'* cuando
se administra el dia 9.

Desde que comenzaron a manifestarse estas
consecuencias toxicas severas del uso del Vpa durante el
embarazo, la bisqueda de nuevas estructuras alternativas se
oriento a la supresion de estos efectos colaterales, cuidando de
no perder la eficacia antiepiléptica de la droga.
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Con ese objetivo, Nau'® estudi®6 una serie de
metabolitos y compuestos relacionados al Vpa
(2,3,9,10,17,19,24,29-31,34,35, 43-45) observando que la
capacidad teratogénica (en términos de exencefalia) sigue en
cierta medida una tendencia inversa a la descripta
anteriormente para el aumento de la accién anticonvulsiva y la
disminucion de los efectos secundarios centrales. La estructura
del Vpa como tal es justamente la que posee un mayor efecto
teratogénico'®. Compuestos homélogos al Vpa con cadenas
tanto mayores como menores son menos teratogénicos'®. Mas
aun, aquéllos no ramificados, como el acido octanoico (19), no
son teratogénicos. Por otro lado, la ausencia de un H a evita la
teratogenicidad, ya que compuestos doblemente sustituidos en
posicion 2 (17,24,43) no producen exencefalia. El efecto de la
inclusion de dobles enlaces en la estructura del Vpa es
ambiguo: un doble enlace en 4 mantiene la teratogenicidad
(metabolito 4-en-vpa,29), pero ésta se evita por doble
insaturacion en 4 (metabolito 4,4’-dien-vpa,34) o por
insaturacion sencilla en 3 o en 2 (metabolitos 3-en-vpa,30 y 2-
en-vpa,31, respectivamente).

Por otro lado, valpramida (Vpd, 45), la amida primaria
del Vpa, carece de efectos teratogénicos's, lo cual llevo a
asociar la presencia de un grupo carboxilico con la aparicion
de teratogenicidad.

HO\/O HN\/O

PN /ﬁrji/\ e P

“ 45, Valpramida

HO.__0 HO___0 HO.___0 HO.__O HO___0
/k/[/\ /\>(/\ D\/[/\ /\/[( /k /[ -
46 47 48

AI/

\\

La adicién de grupos -CHj3 en C,;, C; o C,; reduce
también en gran medida la teratogenicidad del Vpa y
compuestos relacionados (3, 29 y 53), dando lugar a las
especies 46-52 y 54'°.

Metabolitos del acido valproico.

El estudio de los metabolitos del acido valproico cobré
importancia al tratarse, en algunos casos, de compuestos no
teratogénicos.
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El Vpa se elimina principalmente por metabolismo, en
varias especies animales, incluyendo el hombre. Los
metabolitos identificados indican 4 principales rutas
metabélicas'”:

v" Vpa es conjugado con acido glucurdnico.

v" Vpa es metabolizado via B-oxidacion en 3-
ceto-vpa (28), con 2-en-vpa (31) y 3-hidroxi-
vpa (25) como intermedios en esta via.

v Vpa es transformado via wl-oxidacion dando
acido 2-n-propilglutarico (35), con 4-en-vpa
(29) 'y  S-hidroxi-vpa  (27) como
intermediarios.

v Vpa se metaboliza via ®2-oxidacion
formando 3-en-vpa (30) y 4-hidroxi-vpa (26).

Todos los metabolitos del Vpa son activos pero menos
que éste. Los metabolitos 2-en-vpa (31) y 4-en-vpa (29) son
los mas activos mostrando 50 y 90 por ciento de la potencia
del Vpa. Considerando las distintas potencias, el Vpa es

insaturacién hidroxilacién oxidacién adicional

/\Hci;/\

o)
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HO o
/\1/\ _>
OH
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H
26
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27 38

responsable de mas del 80 por ciento del efecto antiepiléptico
manifestado durante el tratamiento crénico en el hombre®”.
Solo el 2-en-vpa (31) se ha encontrado en cerebro'®. La
terapia con Vpa presenta una pobre relaciéon farmacocinética-
farmacodinamia'*?’, lo cual puede deberse a la existencia de
este metabolito activo. Mientras que los efectos tempranos del
Vpa pueden deberse a su rapida entrada al cerebro, los efectos
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tardios pueden deberse a la persistencia de este metabolito en
cerebro.

Son varios los modelos animales en los que el 2-en-vpa
mostré efectos anticonvulsivos?!, siendo tan efectivo como el
Vpa en cuatro sistemas experimentales, aunque también se ha
observado mayor neurotoxicidad”?>. Como se describe mas
adelante, otro efecto colateral severo asociado al uso del Vpa
es la hepatotoxicidad. El 2-en-vpa presenta la ventaja de no ser
hepatotoxico, y s6lo pequefias cantidades se transfieren al
higado por su alta unién a proteinas plasmaticas'*?*?*%*,
Ademés, el 2-en-vpa presenta menor embriotoxicidad que el
Vpa, y no es teratogénico en ratones>2°.

Todas estas caracteristicas hicieron del 2-en-vpa,
especialmente el isomero trans, una alternativa ventajosa
respecto al Vpa?®?728293031323334 “qi embargo, estudios
clinicos preliminares mostraron que 2-en-vpa es parcialmente
convertido a Vpa® y que es posible que se biotransforme a un
metabolito con una doble ligadura en posicion 4.

El metabolito 4-en-vpa (29), también es efectivo en
cuanto a actividad anticonvulsiva, pero ademas de no haberse
comprobado su capacidad de localizarse en cerebro, es tan
teratogénico como el Vpa'®. Su principal desventaja es que la
hepatotoxicidad del Vpa ha sido asociada a la formacion de
este metabolito®*>’. Por lo tanto, los analogos del Vpa con una
doble ligadura en posicion 4 pueden originar fenémenos
hepatotoxicos®>®.

Derivados amidicos.

En 1985, Loscher® observo que la valpramida (Vpd,
45) era el compuesto mas potente de toda una serie de
analogos del Vpa (2-4,6,9-24-35,45), tanto en el ensayo MES
como en el ensayo PTZ* (2-5 veces mas activa que el Vpa). La
Vpd (45) se ha seguido estudiando desde entonces y ha sido
usada en clinica como antiepiléptico y antipsicético en varios
paises europeos”” 414243,

Al no poseer el grupo carboxilico libre caracteristico
del Vpa, la Vpd es menos teratogénica que éste'******°_ Sin
embargo, las ventajas de Vpd sobre Vpa no suponen grandes
implicancias clinicas, ya que en humanos, a diferencia de lo
que ocurre en animales, Vpd se biotransforma a Vpa43 47 Se ha
reportado que se metaboliza en un 77-81 por ciento al acido*’,
es decir, actia como prodroga o forma de liberacion retardada
de Vpa. En cambio, en perros la biotransformacion es parcial
(30-40 por ciento)*®*°, en ratas es menor’’, y en ratones es
despreciable’'*?. Estudios farmacocinéticos en rata’® muestran

* ¢l ensayo MES y el ensayo PTZ son los ensayos mas utilizados para la
evaluacion anticonvulsiva, ver mas adelante “Eleccion de los Ensayos
Biologicos”.
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que Vpd sigue metabolizacion hepética a Vpa. El cerebro no es
sitio de biotransformacion Vpd-Vpa (ver Figuras 4.2.1y 4.2.2,
mas adelante).

Se han invertido muchos esfuerzos en el
descubrimiento de nuevas amidas estables, es decir, que no se
biotransformen a sus respectivos acidos. M. Bialer, quien
trabaj6 extensamente en el tema*’*’"**”* destaca la
dependencia de la actividad con la farmacocinética,
monitoreada mediante el dosaje de las drogas en sangre y orina
de perros o en distintos tejidos de ratas, mediante el empleo de
cromatografia gaseosa>>° o de HPLC”’.

Haj-Yehia y col.’?, mediante el analisis de una serie de
amidas analogas a Vpd (55-60), concluyen que las amidas
como tales son mas activas que sus respectivos acidos (61, 16,
62, 63, 34 y 19, respectivamente), y plantean el requerimiento
de una sustitucibon en posicion [ para evitar la
biotransformacion a 4acido, segin lo demuestran 55
(Valnoctamida, Ved) y 56 que son resistentes a la hidrélisis y
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por lo tanto mas potentes. Este concepto fue corregido
posteriormente* gracias al estudio de mas analogos de Vpd
(64-68). La resistencia a la biotransformacién requiere dos
sustituciones (ambas en f o bien una en a y otra en B), segin
lo demuestra 67, monosustituida en PB, que también se
hidroliza, y 64, doblemente sustituida en B, que muestra
resistencia. Teniendo en cuenta estos resultados, los mismos
autores™ sintetizaron luego analogos tetrametilciclopropano de
Vpd (69,70), incorporando también derivados N-sustituidos.
Se encontr6é que la N-sustituciéon aumenta la potencia, ya que
el derivado 70 es el que muestra el mejor perfil anticonvulsivo,
a pesar de metabolizarse parcialmente (32 por ciento) a 69°%.
Ninguno de los 2 se biotransforma al 4cido correspondiente
(4cido 2,2,3,3-tetrametil ciclopropanoico)’ 8
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Valnoctamida (Vcd, 55), a diferencia de Vpd, no sufre
biotransformacion a acido valnéctico, menos activo (61). Es
estable en perros” y en humanos>>**%"%!. Se elimina por
biotransformacién a metabolitos no identificados®. No
presenta teratogenicidad en ratones (s6lo un 1 % de
exencefalia contra un 53 % provocada por Vpa, y un 6 % por
Vpd)*. Ved no presenta un efecto selectivo, ha sido usada
como ansiolitico® y como antiepiléptico®*¢"¢3¢4,

La investigacion farmacocinética de Vpd, Ved y Vpa
en ratas’°, basada en el monitoreo de los niveles en cerebro,
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Figura 4.2.1 Concentraciones en plasma (s, mg/l), cerebro (O, mg/kg), e higado (A,
mg/kg), obtenidas luego de la administracion iv en ratas de 20 mg de Vpd y Ved.

(Tomado de Blotnik, S. y col.")

higado, plasma y orina mostrd (Figuras 4.2.1 y 4.2.2) que Vcd,
al igual que Vpd, se distribuye mejor que el Vpa en el cerebro,
hecho que puede contribuir a su mejor actividad
anticonvulsiva®’.

La biotransformacién de las amidas a acidos tiene
singular importancia, por dos razones fundamentales®:

v' Las amidas, actuando como tales, tienen una
mayor actividad intrinseca, y ademas, al ser
COmpuestos neutros, que no se unen en gran
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medida a proteinas plasmaticas, pueden
atravesar mejor la BHE. La hidrélisis de una
amida a su respectivo dcido, disminuye la
eficacia de su accion.
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Figura 4.2.2 Concentraciones de Vpa en plasma (e, mg/1), cerebro (O, mg/kg), e higado
(A, mg/kg), obtenidas luego de la administracion iv en ratas de 20 mg de Vpa y Vpd,

respectivamente.

(Tomado de Blotnik, S. y col.”®)

v Los acidos pueden presentar complicaciones
como la potencial teratogenicidad, ya que la
funcion carboxilica es crucial para la

. . r roo. 4
manifestacion de efectos teratogénicos*>*®.

En base a todos los datos recopilados a partir del uso
clinico, y de las investigaciones desarrolladas sobre el Vpa,
Vpd y Ved, y sobre todo los estudios sobre andlogos y
derivados de éstos, el desarrollo de nuevas drogas derivadas
del Vpa se ha dirigido, durante el transcurso de la década del
90, hacia el disefio de nuevas estructuras derivadas de amidas,
con el objeto de lograr mayor potencia y menor
teratogenicidad, logrando asi favorecer la selectividad de
accion antiepiléptica, con eliminacién de efectos adversos.

Estudios  posteriores*”>**  indican que Ia
biotransformacién a acidos no sdlo esta condicionada por la
sustitucion en las cadenas laterales. La (N-valproil)glicinamida
(71), valpramida monosustituida en el N, no se metaboliza a
Vpa a pesar de no satisfacer los requisitos de ramificaciones
antes descriptos’’. La existencia de muchas otras valpramidas
N-sustituidas resistentes a la hidrdlisis a Vpa resulta indicativo
de una dependencia de la tendencia a la biotransformacion a
Vpa con la sustituciéon en el N, y no sélo con la sustitucion en
las cadenas laterales. Se han estudiado derivados mono- y
disustituidos de Vpd®>6¢7 cuyas propiedades



Nuevas Drogas Antiepilépticas

farmacocinéticas, analizadas en perros, demostraron que
ninguno de ellos actuaba como prodroga o sistema de
liberacion de Vpa. Hadad® estudio derivados de Vpd
resultantes de la combinacion de Vpa con GABA vy glicina
(71-74). Entre los compuestos preparados, (N-
valproil)glicinamida (71) resultd ser el mas potente,
caracterizado ademas por un mejor margen de seguridad que
Vpa. Ninguno actu6é como sistema de liberacion de glicina,
GABA o Vpa, sino como drogas por si mismas. (N-
valproil)glicinamida (71) y (N-valproil)gabamida (73) se
metabolizan parcialmente a (N-valproil)glicina (72) y (N-
valproil)GABA (74) respectivamente, los cuales se excretan
parcialmente intactos por orina. El mismo grupo de
investigacion® estudié luego compuestos resultantes de la
combinaciéon de Vpa con 4cido nipecdtico (inhibidor de la
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retoma de GABA) (75,76), encontrando nuevamente que
ninguno de los compuestos actia como sistema de liberacion
de 4cido nipecético o Vpa. Otros compuestos sintetizados
posteriormente (77,78)°°, aunque mostraron menor potencia
anticonvulsiva que Vpd, también actuaron conservando su
identidad, y contribuyeron a afianzar la idea central de estos
estudios: la sustitucion del N amidico previene la hidrdlisis a
dcido valproico, de la misma manera que la ramificacién de
las cadenas laterales de las amidas libres*>%*%,

Ademas de las ya descriptas, se han sintetizado otras
Vpd N-sustituidas®® (79,80), llegando en algunos casos a
compuestos muy promisorios, como es el caso de vpu69 (81),
mas activa y menos toxica que el Vpa, con un PI de 9.5, y
activa por via oral.

OaNH,

78
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Debido al excelente perfil del derivado (N-
valproil)glicinamida (71)"°, se ha trabajado en compuestos que
combinan los analogos y metabolitos de Vpd mas aventajados
con el grupo glicinamida. Asi, N-(2-en-valproil)glicinamida
(82)%, (N-valnoctil)glicinamida (83) 'y  (N-
diisopropilacetil)glicinamida (84)"' mostraron actividades y
margenes de seguridad similares a aquéllos de (N-
valproil)glicinamida. No operan como sistemas de liberacion
de glicina, 2-en-vpa, acido valnoctico o diisopropil acético,
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sino que se biotransforman parcialmente a sus respectivos
metabolitos de glicina, los cuales se excretan en orina, al igual
que lo que ocurre con (N-valproil)glicinamida. Los isomeros
de (N-valproil)glicinamida no ramificados que se estudiaron
((N-octanoil)glicinamida, 85 y (N-valeroil)glicinamida, 86)”"
no presentaron actividad anticonvulsiva. A pesar de la
similitud estructural, (N-valeroil)glicinamida (86) no es activa,
a diferencia de la droga antiepiléptica milacemida (87), que es
activa debido a que actua como sistema de liberacion de
glicina.

Recientemente ha surgido un nuevo efecto adverso
relacionado al uso de derivados y analogos de Vpa: la

o}
P
N
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87, milacemida
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inhibicion de la epoxido hidrolasa microsomal (mEH). La
inhibicion in vivo de esta enzima tiene importantes
implicancias toxicologicas’, ya que es una de las enzimas mas
importantes en la detoxificacion de intermediarios ep6xidos
reactivos formados en el metabolismo oxidativo de
xenobitticos ">7>7*,

La interaccion medicamentosa que existe entre Vpd y
carbamazepina’® 7671787980 se debe a la inhibicién de la mEH
por parte de la Vpd, e hizo que su uso, como una alternativa al
uso de Vpa, sea considerado sélo en monoterapia®. Es
probable que exista esta misma interaccion entre Vcd y
carbamazepina, ya que Vcd es también un potente inhibidor de
la mEH®"®",

Ademas de Vpd y Vcd, Vpa también es capaz de
inhibir esta enzima, y lo hacen a concentraciones plasmaticas
clinicamente relevantes®**%. Estas drogas representan una
nueva clase de inhibidores competitivos de la mEH, ya que
hasta el momento sdlo se conocian inhibidores que contienen
un grupo epdxido y actian como sustratos alternativos’> 7%,

Con el objeto de estudiar las caracteristicas
estructurales asociadas a la aparicion de este efecto colateral,
se ha estudiado recientemente la accion de derivados y
analogos del Vpa en relacién a la inhibicion de la mEH®.
Treinta analogos, isomeros y derivados de Vpd, entre los que
se encuentran derivados amidicos ramificados (56,58,59), no
ramificados (60), y derivados sustituidos en el N
(70,71,72,77,78), asi como también Vpa y 4 isomeros de Vpa,
han sido evaluados en su capacidad inhibitoria. Se observé que
una gran variedad de amidas no sustituidas (Vpd, Vcd,
56,58,59,60) son potentes inhibidores de la enzima, mientras
que la sustitucion del N amidico de la valpramida en general
reduce o elimina la potencia inhibitoria, como lo demuestran
los derivados de Vpd analizados (71,72,77,78). Lo mismo
parece ocurrir con los analogos de Vpd, ya que la sustitucion
del N en el caso de 69 originando 70, conduce a una notable
disminucion de la potencia inhibitoria®.

Prodrogas del acido valproico.

Las prodrogas actiian como transportadores, liberando
la droga activa en el sitio especifico de accion. Esto permite un
efecto doblemente beneficioso: disminucion de las dosis a
administrar, y minimizacion de los efectos no deseados
originados por la interaccion en otros sitios.

El planteo de prodrogas del dcido valproico ha sido un
tema de investigacion promisorio. La localizacién del Vpa en
el sitio en que ejerce su accidon anticonvulsiva, el cerebro, es un
objetivo codiciado. Desde el punto de vista farmacoquimico,
estos sistemas de liberacion de Vpa pueden lograrse mediante
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la sintesis de amidas o ésteres del Vpa. La prodroga
administrada se libera en el organismo gracias a reacciones
metabolicas, donde intervienen procesos de hidrélisis quimica
(medio acido o alcalino) o enzimatica (amidasas, esterasas),
que dan lugar a la generacion de la especie activa, Vpa, y los
grupos transportadores (alcoholes o aminas).

Segun se comento antes, Vpd constituye un ejemplo de
prodroga amidica de Vpa en humanos, aunque no en otras
especies animales. No rige lo mismo para drogas derivadas de
ésta, como las mencionadas previamente en este capitulo.

Entre las prodrogas ésteres conocidas pueden
mencionarse  ésteres de Vpa con fenitoina®’, con
aminoacidos®®, con manitol® y con un transportador
fosfolipidico (88), encontrandose este ultimo préximo a entrar
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a los estudios clinicos de Fase II’®'. También se han
estudiado ésteres simples del Vpa como 89-96°>°*. Entre los 8
ésteres analizados, s6lo el propilvalproato (90) mostré efecto
anticonvulsivo, aunque con potencia menor que Vpa y Vpd,
pero también menor neurotoxicidad y mejor PI que éstos. El
seguimiento farmacocinético en perros’>®’ indica, por otro
lado, que los 8 ésteres se biotransforman rapidamente, en
forma parcial (89,94,96) o total (90,91,92,93,95), a Vpa. El etil

éster (90) ha sido recientemente estudiado por Redecker®
empleando un ensayo electrofisiolégico en donde se observa la
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disminucion de la actividad epileptiforme generada por la
aplicacion del convulsivo PTZ, informandose una actividad
comparable a la del Vpa y su
probable accion como prodroga de
Vpa.

En el Laboratorio de
Farmacoquimica se han disefiado,
sintetizado y evaluado
farmacolégicamente otras pro-
drogas del Vpa (97-99),
empleando el  myo-inositol,
componente del segundo
mensajero IP3 (inositol trifosfato),
como transportador de dos
moléculas de Vpa™. Asi, el
derivado 97 resulté ser mas de 5
veces mds potente que el Vpa,
presentando su maxima accién
anticonvulsiva a 4 horas.

Planteo de nuevos derivados

La situacion actual, en donde el Vpa como tal se
contimia utilizando como droga de primera opcién en el
tratamiento de muchos tipos de epilepsia, representa la mas
clara prueba de que no se ha logrado aun una droga que
justifique su reemplazo. Esto no defiende, sin embargo, la
finalizacién de la busqueda. Los efectos secundarios del Vpa,
previamente discutidos en este capitulo, justifican el esfuerzo.
Se ha avanzado muchisimo en el tema, pero atin queda mucho
camino por recorrer hasta que se descubra una nueva droga
capaz de tener la eficacia del Vpa y carecer de sus efectos
secundarios, presentando, en suma, suficientes ventajas que
justifiquen el cambio.

En el momento de disefiar nuevas estructuras derivadas
del Vpa es sumamente necesario tener presente toda la
experiencia ganada y el conocimiento adquirido en este tema.
Se ha descrito brevemente en el inciso anterior todo este
conocimiento, recabado durante afios de investigacion, desde
el descubrimiento del Vpa como droga anticonvulsiva hasta
ahora.

Como hemos visto, se¢ han planteado numerosas
modificaciones a la estructura original del Vpa con el objeto de
encontrar nuevos compuestos que manifiesten mayor potencia
como antiepilépticos, pero que a la vez no posean los efectos

adversos asociados al éste: teratogénesis, sedacion y ataxia,
hepatotoxicidad, e inhibicion de la mEH.
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Las modificaciones sobre las cadenas laterales del Vpa,
que dan lugar a nuevos 4acidos monocarboxilicos, han
permitido concluir que el Vpa posee la estructura quimica
Optima con respecto al margen entre su actividad
anticonvulsiva y sus efectos colaterales centrales. Pero su
estructura esta lejos de ser la Optima si consideramos los
efectos teratogénicos asociados a su uso. Teniendo en cuenta
estos efectos indeseables, las alternativas posibles se reducen
a: i- inclusion de dobles enlaces a la estructura del Vpa, ii-
inclusiéon de ramificaciones en determinado ndimero Yy
posicion, iii- generacion de estructuras que carezcan del grupo
carboxilico libre. La ultima alternativa se presenta
indudablemente como la mas ventajosa. Entre las diversas
opciones de modificacion funcional, se destaca la Vpd, con
mayor potencia anticonvulsiva y ausencia de teratogenicidad.
Aunque la accién de Vpd en humanos esta mediada por una
reaccion de hidrolisis generando Vpa como especie activa, €sto
no establece una condicién para nuevas amidas derivadas de
Vpd, que se muestran mas potentes y menos teratogénicas que
los &cidos.

Tomando Vpd como droga lider, se pueden postular
nuevamente modificaciones sobre las cadenas laterales, o N-
sustituciones. Esta ultima sustitucion tiende a evitar la
biotransformacion a acidos. Por otro lado, los derivados N-
sustituidos de Vpd seran probablemente inhibidores pobres o
nulos de la enzima epdxido hidrolasa microsomal, y por lo
tanto tendran menor tendencia a provocar efectos toxicos que
sus compuestos padres Vpay Vpd.

Los derivados amidicos han demostrado avanzar mas
alld de las ventajas que surgen de la evaluacion preclinica
inicial, como es el caso de la Vpd.

Conforme al progreso de las investigaciones en este
tema, se encuentra actualmente que, entre la gran cantidad de
estructuras estudiadas, s6lo algunos compuestos surgidos a
partir de la estructura basica del Vpa han llegado a etapas
clinicas e inclusive a comercializarse™. Estos son:

v" Valpramida, usada como
antiepiléptico y antipsicético

v" Valnoctamida, usada como
ansiolitico y antiepiléptico

v' Valrocemida (N-
valproilglicinamida):  actualmente
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esta entrando en la fase IIb de los
ensayos clinicos.

v" DP-VPA, proximo a entrar a los
estudios clinicos de fase II.

El surgimiento reciente de estos dos dltimos derivados
ilustra claramente las dos principales y mas convenientes
estrategias para el disefio de nuevos antiepilépticos generados
a partir del Vpa: la generacion de derivados amidicos y de
prodrogas del dcido valproico.

Ya se discuti6 la conveniencia de los derivados
amidicos N-sustituidos:

v" presentan mayor potencia que los acidos,

v manifiestan menos teratogenicidad por carecer
del grupo carboxilato libre,

v" son pobres o nulos inhibidores de la mEH.

Por otro lado, el uso de prodrogas del dacido valproico
constituye también una alternativa ventajosa ya que, al
distribuirse preferencialmente en cerebro, las dosis necesarias
de Vpa son menores, con la consiguiente disminucion de
efectos colaterales.

La investigacion aqui presentada se basa en la
eleccion de la primera de estas estrategias: sintesis,
evaluacion bioldgica y estudio teérico de valpramidas mono
y disustituidas. Considerando los compuestos ya estudiados
hasta el momento, el trabajo enfoca el estudio de amidas del
dcido valproico simples, pero a la vez novedosas. Dentro de
esta perspectiva, se plantearon inicialmente varios derivados
amidicos de Vpa, de los cuales se reportan aqui aquéllos para
los cuales se ha podido efectuar la evaluacién de la actividad
biolégica. No se reportan aquéllos en que, al no lograrse la
solubilizacion de las drogas, resulta imposible la posterior
administracién en los animales de experimentacion. Se
muestran en la figura 4.2.3 los compuestos sintetizados y
ensayados derivados de valpramida mono- y di-sustituidos en
el N, incluyendo un compuesto nuevo combinando PABA
(acido p-aminobenzoico, una sustancia fisiolégica necesaria
para la formacién de 4cido félico, implicado en la biosintesis
de las purinas), y Vpa (CpVpd).

La revision bibliografica indica que estos compuestos
no habian sido previamente estudiados en esta accidn.
Algunos compuestos (CpVpd) son noveles.
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La sintesis y accion farmacoldgica han sido solamente
discutidas por Benoit en el afio 1965, donde plantea la
sintesis de algunos derivados amidicos del Vpa®, y
posteriormente, hacia 1968 considera también la accion

Q

NN

MOVPD
CHVPD

farmacologica de estos compuestos®, estudiandose las
acciones sobre el SNC (anticonvulsiva, convulsivante,
hipnética y tranquilizante) y antiespasmodicas. Sin embargo,
en aquella oportunidad no se reporta en detalle la
metodologia empleada para la determinacion de las
actividades y se indica que ninguno de los compuestos
estudiados alcanza la actividad del Vpa, e inclusive se
encuentran compuestos proconvulsivos.

Por lo tanto, es totalmente valido el estudio de estos
derivados en cuanto a su potencia anticonvulsiva, de acuerdo
a las técnicas modernas de desarrollo de drogas
antiepilépticas.
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SINTESIS DE DERIVADOS DE VALPRAMIDA

La sintesis de los derivados estudiados ha sido
realizada por otro miembro del grupo de investigacion en la
Catedra de Farmacoquimica, el Lic. Sung Chin Moon.

El procedimiento general involucra una reacciéon de
amidacion entre un haluro de &4cido y una amina, en
condiciones anhidras (Figura 4.3.1).

COoCl CONH-R

P
AN + NHZ-R y > T

Especificamente, se hizo reaccionar el cloruro de valproilo con
las  distintas aminas: isopropilamina, n-butilamina,
ciclohexilamina, morfolina y acido p-aminobenzoico para dar
lugar a las respectivas amidas: N-isopropilvalpramida, N-
butilvalpramida, N-ciclohexilvalpramida, N-valproilmorfolina
y N-(4-carboxifenil)valpramida. El cloruro de valproilo se hizo
reaccionar con NH; para generar la valpramida sin sustituir.
Como medio de reacciéon se utiliz6 un solvente organico
anhidro (benceno o acetona), y piridina como catalizador. El
progreso de la reaccion se controlé mediante TLC.

Los compuestos fueron aislados y purificados de
acuerdo a normas habituales, de acuerdo al estado de
agregacion de compuesto (cristalizacion, destilacion,
cromatografia, sublimaciéon). Los compuestos fueron
caracterizados y/o identificados por: punto de fusion, RMN
'H *C, mono y bidimensional, espectros de masa (FAB),
andlisis elemental.

Detalles adicionales de la sintesis, aislamiento,
purificaciéon y caracterizacion de los productos figuran en
referencia’.

El acido valproico usado en los ensayos
farmacologicos fue la sal monosddica, o el divalproato
monosoédico, ambos productos comerciales.

Figura 4.3.1
Reaccion
general de
sintesis de los
derivados de
Vpd.
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! Tasso, S.M.; Moon, S.Ch.; Bruno Blanch, L.E.; Estit, G.L. J. Med.
Chem., manuscrito enviado para publicacién.



ELECCION DE LOS ENSAYOS BIOLOGICOS
PARA LA EVALUACION
ANTICONVULSIVA Y NEUROTOXICA

El paso mas importante en el descubrimiento de
nuevas drogas es la eleccion de un modelo bioldgico
apropiado para la evaluacidn inicial de los compuestos.

El ensayo biolégico debe detectar la accion
anticonvulsiva provocando convulsiones experimentales en
animales de laboratorio similares a las manifestaciones
clinicas en humanos. En la etapa preclinica, los ensayos
deben ser predictivos no sélo de la eficacia antiepiléptica sino
también de los efectos adversos a las dosis anticonvulsivas.
El lograr ésto evita seguir adelante con el estudio de
compuestos que no muestran una ventana terapéutica
aceptable.

Existe gran variedad de ensayos destinados a la
evaluacion de los distintos tipos de actividad anticonvulsiva'.
La correcta eleccion del ensayo es de fundamental
importancia, ya que el uso de modelos inapropiados significa
tiempo, dinero y vidas animales malgastados, proporcionando
resultados no relevantes y confusos.

Un modelo "ideal" de epilepsia es aquél capaz de
manifestar convulsiones en el animal de experimentacion en
total correspondencia con las convulsiones en humanos, tanto
en el tipo de convulsién, en las manifestaciones observadas
en el EEG, en la frecuencia de las convulsiones, e incluso en
la farmacocinética de las drogas utilizadas. No existe
actualmente un modelo biolégico que reina todos los
criterios nombrados. En contrapartida, se han desarrollado
modelos genéticos de epilepsia. Se trata de animales de
laboratorio con epilepsia congénita, que semejan la epilepsia
idiopatica en humanos mucho mejor que cualquier otro
modelo experimental’. Sin embargo, el empleo de estos
modelos en etapas tempranas de la evaluacion preclinica,
implica costos que en muchos casos no justifican su uso.

Por razones practicas, los ensayos mas ampliamente
usados no son modelos de epilepsia crénica, sino aquéllos en
los que se inducen convulsiones simples por medios
eléctricos 6 quimicos. La induccién eléctrica (Maximal
Electroshock Seizure test o ensayo MES) y la induccién
quimica por administracién de pentilentetrazol 6 PTZ (ensayo
PTZ o Met)* han permitido descubrir la actividad de muchas
de las drogas en uso en la actualidad, como se coment6 en la
seccidn “Panorama historico” del capitulo 3. De hecho,
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todos los antiepilépticos clinicos son capaces de proteger
frente a por lo menos uno de estos dos ensayos’. Resulta por
tanto adecuado y muy ntil evaluar si cada nueva droga
presenta ventajas sobre las clasicas basandose en la
comparacion de sus potencias frente a estos ensayos.

La eleccién del ensayo es ademas importante en el
estudio del perfil farmacolégico de las drogas
anticonvulsivas, ya que los resultados obtenidos frente a los
modelos animales sirven como indicadores de potencial
actividad frente a las distintas crisis convulsivas en humanos
(Tabla 4.4.1). Asi, el ensayo MES es un modelo de
convulsiones generalizadas tonico-clonicas tanto primarias
como secundarias' mientras que la proteccion frente al
ensayo PTZ es indicativa de eficacia contra ausencias
generalizadas y/o convulsiones mioclonicas en humanos.
Ejemplo de esto se encuentra en drogas como fenitoina,

Epilepsia hurem
T T T e ame T dma ST o L
amighia (gadmd) Gstat
Catamzpim +H N + +HH+ ++ +H+ +H+ NE NE NE NE
Foriiira +  NE + H o+ NN N N
Fanctmbitd o H o+ A+ N + N N
\airen Ho o + H A H
Bwirrida NE +HH+ NE NE NE NE NE +H + NE NE
Brudareies H o+ + H o+ + + + + +H +
mﬁ;mi\) N + H o+ o 2 N N2 +
oy Yt N NN N 0?0?72 N2
Tabla 4.4.1

Comparacion de las respuestas frente a modelos experimentales y eficacia clinica en

humanos.

“general. secund.” se refiere a las convulsiones que evolucionan secundariamente a
ténico clonicas generalizadas.

(Tomado de Loscher, W. y col.?)

activa frente al ensayo MES, que también lo es para las
convulsiones tdnicas y/o clonicas (grand mal) en humanos.
Trimetadiona y etosuximida protegen de las convulsiones
clonicas provocadas por el PTZ, y son efectivas para el
tratamiento de las convulsiones mioclonicas y ausencias en




Capitulo 4

humanos. Muchos otros ejemplos pueden encontrarse en la
literatura®.

Las crisis epilépticas parciales no son facilmente
asociables a un modelo animal. La eficacia del ensayo MES
contra estas convulsiones fue refutada por estudios recientes
en modelos experimentales y clinicos con nuevas drogas
antiepilépticas, tales como vigabatrin (inhibidor de GABA-T)
y antagonistas de glutamato. Los encendidos de hipocampo o
amigdala ("hippocampal / amigdala kindling") se presentan
actualmente como modelos mas adecuados para probar
especificamente la eficacia contra crisis epilépticas parciales
(Tabla 4.4.1).

Resulta claro que en vista de los diversos tipos de
convulsiones epilépticas, debe usarse mas de un modelo
biolégico para el analisis del perfil farmacolégico de las
nuevas drogas antiepilépticas.

En cuanto a los efectos adversos habitualmente
presentes en drogas de accidon central, se considera en la
evaluacion preclinica la posible capacidad neurotoxica. Esta
toxicidad se evalia generalmente mediante la respuesta frente
al ensayo RotoRod.

En el item “Resurgimiento del interés por el
descubrimiento de nuevos agentes antiepilépticos” del
capitulo 3, se ha hecho mencién al programa ADD (NINCDS
— NIH)**, el cual a través del ASP ha fomentado el desarrollo
de nuevos compuestos para el tratamiento de la epilepsia.
Este proyecto plantea las metodologias a seguir para la
evaluacion preclinica, mediante el uso de modelos animales,
de nuevas drogas con sospechada accidon anticonvulsiva. En
la actualidad, practicamente todos los laboratorios en el
ambito mundial siguen las directivas planteadas en este
proyecto, en el momento de determinar si sus nuevas
estructuras poseen caracteristicas de actividad prometedoras.

El ASP del programa ADD consta de siete fases, cada
una de las cuales utiliza diferentes ensayos y aporta datos
sobre distintos aspectos de la accion de las drogas, desde la
existencia de actividad anticonvulsiva hasta la presencia de
tolerancia luego de la administracion repetida de la droga,
incluyendo perfiles de  actividad  anticonvulsiva,
neurotoxicidad, indices terapéuticos, duracion de la accion,
comparacion de la actividad segun la via de administracion y
segun la especie animal, etc. (Tabla 4.4.2).

Tabla 4.4.2 (pdgina siguiente)
Programa ADD
Descripcion de las fases y la bateria de ensayos empleados en cada una.

{tomado de Porter, R.J. y col.”)
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FASE 1

FASE 2

FASE 3

FASE 4

FASE 5

FASE 6

FASE 7

descripcion de las acciones especie via de
animal adm.*

Identificacion de accion anticonvulsiva y neurotoxica, para  ratones ip.
determinar el nivel de actividad

v ensayo MES

v'  ensayo PTZ

v ensayo RotoRod
Cuantificacion de la accion anticonvulsiva y neurotdxica, ratones iLp.
mediante la determinacion de EDS0, TDS50 y PI

v ensayo MES

¥v'  ensayo PTZ

v"  ensayo RotoRod
Perfil de toxicidad ratones ip.

v dosis letal media (LD50)

v dosis hipnética media (HD50)
Cuantificacion de la accion anticonvulsiva por via oral, ratones p.o.
para determinar las caracteristicas de absorcion y
metabolismo

v'  ensayo MES

v' ensayo PTZ

v ensayo RotoRod
Comparacion con drogas antiepilépticas conocidas y ratones ip.
diferenciacion del posible mecanismo de accion

¥ ensayo de umbral convulsivo por PTZ

¥ ensayo de umbral convulsivo por picrotoxina

v ensayo de umbral convulsivo por bicuculina

v ensayo de umbral convulsivo por estricnina

v estudios in vitro de unién a receptores
Cuantificacion de la accién anticonvulsiva y neurotoxica ratas p.o.
en otras especies, mediante la determinacién de EDS0,
TD50 y PI

v"  ensayo MES

v'  ensayo PTZ

¥ ensayo de sentido posicional

v ensayo de marcha y postura
Estimacién de la dosis letal minima (LD3) y de los efectos ratas p.o.

de la administracion prolongada (tolerancia)
v determinacion de la LD3 luego de la
administracion diaria durante 3 dias
v administracion durante 5 dias
v ensayo de duracion del suefio por hexobarbital
¥ estudios in vitro de enzima microsomal

* via de administracion: oral (p.o.) o intraperitoneal (i.p.)

s
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La Fase 1 del ASP del programa ADD involucra la
identificacion de la accion anticonvulsiva (Tabla 4.4.2),
mediante la prueba a cuatro niveles de dosis distintas (30,
100, 300 y 600 mg/kg). La clasificacion de las estructuras
ensayadas en cuatro categorias permite decidir cudles seran
capaces de continuar dentro del proyecto, y cudles se
descartan. De esta forma, aquéllas que no son activas o lo son
recién a 600 mg/kg (categoria 3) se descartan, las que son
activas a dosis de hasta 100 mg/kg (categoria 1) pasan a Fase
2, mientras que las que lo son a 300 mg/kg (categoria 2)
pueden o no considerarse dependiendo de lo novedoso de su
estructura. Aquellas estructuras que presentan actividad pero
también efectos neurotoxicos a 30 mg/kg (categoria 4), se re
evaltian a dosis menores (Handbook85).

La fase 2 de programa es la mas importante en el
momento de cuantificar la actividad anticonvulsiva vy
neurotéxica de una droga. Los valores de ED50 frente a los
ensayos MES y PTZ son los parametros mas ampliamente
usados para describir la potencia de los nuevos compuestos
con accion anticonvulsiva. Constituyen la primera indicacion
preclinica de potencial capacidad antiepiléptica para
determinado tipo de convulsion humana, ademas de permitir
una comparacion valida entre potencias anticonvulsivas con
distintas drogas antiepilépticas ya establecidas.

! Fisher, R.S. Brain Research Reviews (1989) 14: 245-78

? Loscher, W.; Schmidt, D. Epilepsy Research (1994) 17: 95-134

? Stables, J.P.; Kupferberg, H.J. Cap.16: The NIH Anticonvulsant Drug
Development (ADD) Program: preclinical anticonvulsant screening
project. En: Avanzini, G.; Regesta, G.; Tanganelli, P.; Avoli, M. (Eds.),
Molecular and cellular targets for anti-epileptic drugs, John Libbey &
Company Ltd. (1997) pp. 191-198

4 Porter, R.J.; Cereghino, J.J.; Gladding, G.D.; Hessie, B.J.; Kupferberg,
H.I.; Scoville, B.; White, B.G. Clev. Clin. Q. (1984) 51: 293-305




DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA
DE EVALUACION ANTICONVULSIVA
Y NEUROTOXICA

Los ensayos realizados para la evaluacion de la
capacidad anticonvulsiva y neurotéxica de los derivados N-
sustituidos de Vpd planteados siguen los lineamientos
descriptos en el ASP del programa ADD'. Se efectua,
especificamente, la fase 2 de dicho programa, cuyo objetivo
principal es la determinacion cuantitativa de la actividad
anticonvulsiva y neurotoxica en ratones inyectados por via
intraperitoneal.

Inicialmente, se determina de un tiempo de efecto
maximo (TPE*), el cual surge de la evaluacién de la droga a
distintos tiempos (usualmente 30, 60, 120 y 240 minutos, 6
hasta

% prot )
i ] Figura 4.5.1
i P Determinacion del
g_ TPE
b -
l E
TR SRR

que el tiempo de mayor actividad o neurotoxicidad haya
pasado), empleando 3-5 animales por tiempo. Los porcentajes
de proteccion o neurotoxicidad se grafican en funcidon del
tiempo y se determina el TPE por inspeccién visual de la
curva obtenida (Figura 4.5.1).

Posteriormente, se procede a calcular las EDS50

probit #
| -~ Figura 4.5.2
% Determinacion de la
| ED50
o ¢
T =

Cl1 el o s logl |

(empleando el ensayo MES y el ensayo PTZ) y la TD50
(empleando el ensayo RotoRod). Grupos de
aproximadamente 8 animales por dosis son evaluados al TPE
determinado previamente. Se continiia la evaluacion hasta
tener al menos 4 dosis distintas comprendidas entre aquélla
que no induce proteccion (0 %) y la que provoca proteccion
total (100 %). Los porcentajes de proteccion a cada dosis,

* TPE: time of peak effect (tiempo de efecto méaximo)
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convertidos a probits’, se grafican en funcién del logaritmo
de la dosis (Figura 4.5.2). Mediante el método estadistico
descripto mas adelante (en el item “Tratamiento estadistico
de los datos” de esta misma seccion), se elige la recta mas
adecuada, para luego extrapolar, a probit 5, el valor de la
ED50.

Las ED50s se calculan al TPE determinado por el
ensayo MES, excepto cuando una evaluacion preliminar
indica que la maxima actividad frente al ensayo PTZ ocurre a
un tiempo diferente’.

Animales

Para la evaluacion de las drogas frente a los ensayos
descri?tos se utilizan ratones albinos adultos de 25-31 grs. de
peso>**® (Figura 4.5.3) al
momento del ensayo
biolégico.

Los animales son
mantenidos en el Bioterio
del Area Disefio de
Farmacos de la Facultad
de Ciencias  Exactas
(UNLP), en una
habitacion exclusiva para la cria de ratones, distinta a la sala
de Ensayos Bioldgicos. Se mantienen en jaulas colectivas de
hasta 12 animales (Figura 4.5.4), con alimento balanceado y
agua ad libitum, y bajo un régimen de ciclos dia-noche de 12

horas (7am-7pm: dia, 7pm-

Figura 4.5.4 Jaulas colectivas.

7am: noche). Se separan
por sexo y por etapas del crecimiento (hembras prefiadas,
crias en amamantamiento, animales jovenes, adultos,
animales en reproduccion, etc.).

A los animales recién recibidos en el Bioterio se les
permite estabilizarse durante por lo menos 48 horas antes de

Figura 4.5.3
Raton albino,
especie
empleada en
los ensayos
biologicos



Figura 4.5.5
Casilleros
individuales
parala
realizacion
de los
ensayos
biologicos
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destinarlos a algiin ensayo, para compensar las restricciones
de agua y alimento y el estrés que sufren durante los
traslados. Este accionar es fundamental ya que la inanicién
incrementa la severidad de las convulsiones provocadas por
el Electroshock.

En el momento de someterlos

a los ensayos, los ratones se
colocan en compartimientos
individuales (Figura 4.5.5)
hasta finalizadas las
evaluaciones, las cuales se
realizan en la sala de Ensayos
Biologicos. Luego los
animales se vuelven a las
jaulas colectivas y cada lote
de ratones correspondiente a

un ensayo se mantiene en

observacion por separado durante 72 horas, para detectar
posibles efectos toxicos a largo plazo que puedan llevar a la
muerte de los animales.

Preparacion v administracion de las drogas a ensavar

Los derivados de Vpd estudiados, al igual que todas
las drogas de accion en el SNC, deben presentar la suficiente
lipofilicidad como para ser capaces de atravesar la BHE, pero
por otro lado es conveniente, para una correcta evaluacion
farmacologica, que las drogas sean solubles en agua o bien
puedan ser administradas en forma de suspension o emulsion
homogéneas. En el programa ADD se admite el empleo de
soluciéon fisiologica, metilcelulosa y polietilenglicol 400
(PEG 400)’ para la preparacién de soluciones, suspensiones o
emulsiones.

Las drogas estudiadas no son solubles en agua, por lo
tanto no es posible administrarlas en solucion fisiologica. Se
utiliza entonces PEG 400, solvente que no afecta los
resultados biologicos'*’. Se recomienda que los solventes a
ser usados en investigaciones farmacolégicas y toxicologicas
no superen en concentracion un cuarto del valor de la LD50
correspondiente’. Por tal razon, siendo 12.9 mlkg la LD50
del PEG 400 en ratones inyectados por via intraperitoneal’,
éste se emplea en concentraciones no mayores a 3 ml’kg, solo
o en proporciones que llegan a 30 % PEG 400 y 70 % agua.
En este ultimo caso, el volumen total a administrar se eleva a
10 ml/kg. Proporciones intermedias de PEG 400 / agua dan
lugar a volumenes de administracion que varian entre 3 y 10
ml/kg.
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Cuando la droga es sdlida, se morterea y solubiliza en
PEG 400. Se somete a ultrasonido para favorecer la
disolucién, y si no se logra solucidon limpida, se calienta a
37°C la preparacion. Luego se agrega agua y se repite el
sonicado y calentamiento si es necesario.

Cuando la droga es liquida, se solubiliza con PEG
400, y si no se logra disolucidn, se calienta a 37°C. Luego se
incorpora el agua y repite la operacion si es necesario.

Al momento de la administracion, las preparaciones
son soluciones limpidas, suspensiones homogéneas o
emulsiones finas, en PEG 400 o en PEG 400 / agua.

Segun las proporciones de PEG 400 y agua utilizados,
y el peso de cada animal, los volimenes de administracion
varian desde 0,08 hasta 0,31 ml. Se utilizan jeringas
graduadas al 0,01 ml.

Las vias de administracién de las drogas son (Figuras
4.5.6y4.5.7):

v' via i.p. (intraperitoneal): la inyeccion se
realiza en el abdomen del animal,
formando un angulo de 30° con el plano
del cuerpo, utilizando agujas 27G ‘%
cuando se inyectan soluciones y 25G
5/8 cuando se trata de suspensiones o
emulsiones. Al retirar la aguja se
presiona suavemente con un trozo de

algodon para verificar posibles pérdidas
de volumen de administracion.

Figura 4.5.6 (arriba) Viai.p.
Figura 4.5.7 (abaio) Vias.c.

v’ via s.c. (subcutanea): la inyeccion se
efectiia en un pliegue suelto de la piel
de la linea media de la nuca del ratén.
Se utiliza aguja 27G %2 y se controla
que no haya pérdida de la solucién de
la droga.

La via de administracion s.c. se utiliza para la
aplicacion de los agentes convulsivos, mientras que la via i.p.
se utiliza tanto para la inyeccion de las drogas anticonvulsivas
como convulsivas. Es importante seleccionar juiciosamente las
vias de inyeccion de las distintas sustancias, fundamentalmente
para evitar falsos positivos inducidos por drogas
vasoconstrictoras que retardan la absorcion del agente
convulsivo. En tal caso, es preciso utilizar vias distintas, o bien
aplicar las inyecciones en sitios alejados entre sf’.



Nuevas Drogas Antiepilépticas i 103

N
e b

£ A
Y N

Ensayo MES

Este ensayo consiste basicamente en la aplicacion de
una descarga eléctrica controlada a animales de
experimentacion (ratas o ratones) con el objeto de
provocarles un episodio convulsivo. Se mide la capacidad
que tiene un farmaco, administrado previamente, de prevenir
la convulsion.

Este modelo identifica compuestos que previenen la
propagacion de la descarga convulsiva.

Aparato utilizado: los equipos utilizados para la
generacion del estimulo eléctrico que provoca la convulsion
en ratas y ratones, responden en lineas generales al disefio
original propuesto por Woodbury y Davenport'®. En el
Laboratorio de Farmacoquimica se cuenta con un generador
de pulsos de corriente constante, disefiado y construido en la
Facultad de Ingenieria de la UNLP. Este equipo fue disefiado
para cubrir especificamente las necesidades relativas a este
tipo de ensayo, y se desarrolld6 a semejanza de la unidad
ECT* (Ugo Basile — Biological Research Apparatus, Varese,
Italia), uno de los modelos de aparatos de electroshock mas
nuevos usados actualmente en las pruebas de convulsion. En
este aparato se pueden fijar:

v la corriente a aplicar, entre 10 y 100 mA, ya que la
corriente necesaria para provocar una convulsion varia segiin
las distintas especies animales,

v la frecuencia (f) del estimulo (o sea la cantidad de
pulsos por segundo), entre 1 y 250 Hz,

v la duracion total de la descarga, entre 0.1 y 9.9
segundos, y

v el ancho del pulso (AP) de corriente, entre 0.1 y
9.9 milisegundos.

Para el ensayo en ratones, se emplean los parametros
tipicos de estimulacion para lograr una convulsién maxima'’,
es decir, una corriente de 50 mA, con una frecuencia de 60
Hz, y un ancho de pulso de 2.8 milisegundos, aplicando el
estimulo durante 0.2 segundos.

Con los parametros descriptos “seteados” de esta forma
se logra obtener un tren de ondas rectangulares de esta forma:

* ECT: Electro Convulsive Treatment, Unidad de tratamiento
electroconvulsivo
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T = periodo (tiempo entre 2 ciclos)
AP = 2.8 mseg

T=1/f=17 mseg

L T L

duracion = 200 mseg

logrando asi una respuesta convulsiva maxima, ya que el
estimulo aplicado corresponde a 4-5 veces el necesario para
llegar al umbral de convulsion.

Hay que destacar en este
punto la diferencia entre convulsion
minima o wumbral convulsivo y
convulsion maxima.

Una convulsibn minima se
caracteriza por una reaccion de
aturdimiento 'y  movimientos
clonicos de la cara y miembros
anteriores. En  cambio, las

Figura 4.5.8
Fases de una
convulsion
madxima
provocada por
Electroshock.

(a) flexion tonica

convulsiones maximas comprenden
un periodo corto de flexion ténica
seguido de un periodo mas largo de
extension tonica de los miembros
posteriores, y finalmente se observa
un episodio clénico'' (ver figura
4.5.8).

(b) extension tonica

La supresion de la fase de
extension tonica de los miembros

posteriores (Figura 4.5.8 b) en las
convulsiones por electroshock
maximo es lo que determina si el
animal se encuentra protegido o no.

(c) fase clonica

Como resultado de cada ensayo frente al ensayo MES
se obtiene el porcentaje de proteccion de la droga:

% de Proteccién = namero de animales protegidos x 100
nimero total de animales

Existen distintos tipos de electrodos que se conectan al
equipo y permiten entregar el paquete de descarga eléctrica
deseado al animal. Los corneales y los de orejas son los mas
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Figura 4.5.9
Electrodos
corneales
(izquierda) y
de oreja
(derecha).

ampliamente usados y en el Laboratorio de Farmacoquimica se
cuenta con ambos tipos (Figura 4.5.9).

Los resultados de proteccion frente al ensayo MES
presentados en este trabajo de Tesis se obtuvieron con
electrodos de orejas en todos los casos. Los electrodos son
humedecidos con solucion fisiolégica en el momento de la
aplicacion en las orejas del animal, con el objeto de asegurar el
contacto y favorecer la conduccion de la corriente eléctrica.

Ensavo PTZ

En este ensayo se inducen los episodios convulsivos
por medio de un agente convulsivo: pentilentetrazol (PTZ) o
metrazol. Aqui también se analiza la capacidad de un
farmaco, administrado previamente, de prevenir la
convulsion.

Este modelo identifica compuestos que elevan el
umbral convulsivo.

La solucion de PTZ (1.7 % en 0.9 % de solucion
salina) a utilizar se prepara momentos antes de la inyeccion
en frasco opaco para evitar la fotodegradacion. El PTZ se
administra a razén de 5 mlkg, ya que se observa que
utilizando volumenes de inyeccién mayores se aumentan las
probabilidades de derramamiento por el punto de inyeccion al
retirar la aguja. La cantidad de PTZ administrada (85 mg/kg)
corresponde a la CD97 en ratones, es decir aquélla que es
capaz de inducir convulsiones en el 97 por ciento de los
animales”".

El PTZ puede administrarse por varias vias. La via
s.c. es la mas utilizada aunque también puede utilizarse la via
i.p. a dosis 50-75 mg/kg'? o la i.v. (intravenosa) a 50 mg/kg”.
Los resultados de proteccion frente al ensayo PTZ
presentados en este trabajo corresponden al uso de la via s.c.,
salvo en el caso de Vpa y CpVpd para los cuales se empled
también la administracion i.p.. Una vez inyectados con PTZ,
los animales son observados durante 30 minutos para
determinar si se produce alguna convulsion.

El PTZ provoca inicialmente sacudidas cldnicas, que
luego se hacen mas sostenidas, y pueden conducir a un
episodio tonico clonico. Como criterio para decidir

105



106

Capitulo 4

proteccion o no frente a la convulsiéon, se toma la aparicion
de al menos un episodio clonico continuo de mas de 5
segundos de duracion.

Como resultado de cada ensayo frente al ensayo PTZ
se obtiene el porcentaje de proteccion de la droga:

% de Proteccion = namero de animales protegidos x 100
numero total de animales

Ensavo RotoRod

Este ensayo mide el efecto neurotoxico, manifestado
como sedacidbn o ataxia, que puede provocar una droga
anticonvulsiva.

Un ratén normal es capaz de mantener el equilibrio
sobre un cilindro giratorio por largos periodos de tiempo. La
inhabilidad de un ratén de mantener la caminata sobre el
cilindro en cada uno de 3 ensayos sucesivos, se considera
como signo de sedacién o ataxia.

Aparato utilizado: se utiliza un equipo construido en
la Facultad de Ingenieria de la UNLP (Figura 4.5.10), en base
al disefiado inicialmente por Dunham y Miya'* y a semejanza
del Rota-Rod tredmill for mice (Ugo Basile — Biological
Research Apparatus, Varese, Italia). Este aparato consiste en
un cilindro
estriado de 3 cm
de diametro que
gira a 15 rpm",
sobre el cual se
ubican 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 rotacion puede graduarse en forma continua.

Como resultado de cada ensayo frente al ensayo
RotoRod se obtiene el porcentaje de toxicidad de la droga:

% de toxicidad = numero de animales que caen x 100
numero total de animales

Figura 4.5.10
Aparato de
RotoRod.
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Tratamiento estadistico de los datos

Es importante la eleccion del método estadistico a
utilizar para el tratamiento de los datos recogidos. El método
de Litchfield y Wilcoxon'® es el mas usado para este tipo de
analisis ya que es el que mejor se adapta a la solucion de los
experimentos bioldgicos dosis-efecto.

De la aplicacion del método se obtienen:

el dato de ED50 6 TD50

los intervalos de confianza de esta dosis
la funcién pendiente de la recta (S)

los intervalos de confianza de esta funcion

AN NN

Se analizan los datos obtenidos, volcados en formato
Excel, para cada uno de los compuestos cuya evaluacion
biologica fue satisfactoria, es decir que se pudo lograr llegar a
un minimo de cuatro dosis con actividades biologicas
distintas del 0 6 100 %.

A modo de ejemplo se presenta aqui la evaluacion
estadistica del experimento con el derivado N,N-
dimetilvalpramida* en el ensayo MES (Tabla 4.5.1). Los
datos se ingresan en una tabla creada para facilitar el calculo
de los distintos parametros y factores que es necesario
obtener a lo largo del analisis por el método de Litchfield y
Wilcoxon (Tabla 4.5.1).

dose jlog dose | nreact| n test | %eff obs | comrect| probit probit exp{ % eff exp|diff o-e [Chi 2
200 | 2,30103] 1 4 25 433 40133 25| 0,001
300 [2,477121] 4 8 50 5| 4,7405 50| 0,016
400 | 260206] 3 6 50 5| 56,2565 50| 0,03
500 | 269897 4 7 |57,14286 5,18286| 5,6567 5§7,143| 0,08
600 [2,778151] 7 8 87,5 6,155 5,9838 87,5 0,039
L":’g‘; 0'162 D16 1996379
AeNai 66 EDB0 = 346,6982 | fed=] 1,304929] corf lim| 2656877
— = 602,08%4| oonf lim § 452 4164] 26,93015
%ﬂg 100 [o=Trmeed  [Fs= 15002 |oarflimi[1,10067
> aonf lim § 2,719819) 46,37325
CETE s
sSope 213 A=138 Tabla 4.5.1 Tratamiento estadistico de los datos
od _5: 29 obtenidos a partir de la evaluacion del derivado N,N-
0 08013 dimetilvalpramida frente al ensayo MES.

* mas adelante, en la seccién 9 de este capitulo, se describen los
resultados de la evaluacion biologica de este compuesto.



108

4“‘

1

7

Capitulo 4

N
B g
ok I ‘4\1\ Y

hS

Los datos de entrada son: las dosis usadas (dose), el
numero de animales protegidos (n react), el nimero total de
animales (» fesf), y los porcentajes de proteccion (%eff obs).
Los datos de actividad se convierten a probits (probit obs).
Este mismo método puede usarse de forma equivalente para
la cuantificacion de los efectos neurotdxicos (TDS0).

Posteriormente se grafica el logaritmo de las dosis
(log dose) en funcion de los probits correspondientes (probit
obs) y se traza la recta que interprete bien los puntos,
particularmente aquéllos situados entre el 40 % y el 60 % de
proteccion. Los puntos de nula actividad 6 aquéllos con 100
% de actividad son corregidos (correct) en base al valor
esperado para cada uno de ellos (%eff exp). El peso
estadistico de la linea propuesta se evalia obteniendo un
valor de (Chi)* de la recta (Tot Chi 2), en base a las
diferencias entre valores esperados y observados (6
corregidos) (diff 0-e) para cada dosis y al nimero promedio
de animales por dosis (4ve N ani). Se considera que los datos
no son significativamente heterogéneos, de manera que la
linea trazada es aceptable, cuando el valor de (Chi)* no
supera un cierto valor limite (Chi 2 T2) estipulado para
distintos grados de libertad (Deg Free).

Los datos de ED50 surgen directamente de la recta,
mientras que el valor de la funcion pendiente surge de la
expresion:

S =(ED84/ED50 + ED50/ED16 ) /2
Los factores fed y f5 tienen en cuenta el nimero de dosis
usadas (N doses), el nimero de animales involucrados en los
puntos que caen dentro de los valores de probit 4-6 de
actividad esperada (N e/16-84), la funcion pendiente (S) y el
valor 4 que depende de las dosis mas alta y baja empleadas
(cuyo cociente es R). Estos factores son los que permiten
calcular los intervalos de confianza para la ED50 y la S
respectivamente.

En el ejemplo de la tabla 4.5.1 aparecen grisados la
ED50 y la S, asi como los intervalos de confianza superiores
(conf lim S) e inferiores (conf lim I) de estos parametros.

! Porter, R.J.; Cereghino, J.J.; Gladding, G.D.; Hessie, B.J.; Kupferberg,
H.J.; Scoville, B.; White, B.G. Clev. Clin. Q. (1984) 51: 293-305

2 Goldstein, A.; Aronow, L.; Kalman, S. Principles of drug Action: The
Basis of Pharmacology 2nd Ed. J. Wiley & Sons, New York (1974) pp.

449-70
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RESULTADOS DE LA EVALUACI()N
ANTICONVULSIVA Y NEUROTOXICA

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos a
partir de la evaluacion biolégica de los derivados estudiados,
siguiendo los lineamientos metodologicos del ASP del
programa ADD, descriptos en la seccion 5 del presente
capitulo.

Al ser el Vpa el compuesto padre a partir del cual
surgen todos los derivados ensayados, se lo utiliza como
referencia al analizar comparativamente los resultados de los
nuevos compuestos, sometiéndolo a los mismos ensayos que
para el resto de los derivados. Ademas, la obtencién de
resultados propios, en el Laboratorio de Farmacoquimica, nos
asegura reproducibilidad de los datos, ya que al ser
comparables los resultados propios a los ya reportados en
bibliografia para las mismas técnicas, se logra confirmar la
validez de nuestro trabajo.

Debido al comportamiento farmacolégico particular
que presenta la fenitoina, ésta constituye un compuesto de
referencia en el estudio tedrico de las Vpds, y sera tenida en
cuenta mas adelante (seccion 7) en relacion a consideraciones
conformacionales en el momento de la definicion de un
patrén farmacoforico. Por esta razon, también se la evalia
farmacolégicamente en el Laboratorio de Farmacoquimica, y
se comparan asimismo los resultados propios con los
anteriormente reportados por otros autores.

Al tratarse de antiepilépticos cldsicos de amplio uso en
clinica, existen, para Vpa y fenitoina, varios datos referentes a
su evaluacion preclinica mediante el empleo de las técnicas del
programa ADD. En el caso de Vpd, también se han podido
recopilar algunas referencias bibliograficas en donde figura su
evaluacion preclinica. Para el resto de los compuestos
estudiados, los resultados farmacolégicos son novedosos, ya
que, como ya se menciono en la seccion 2 del presente
capitulo, ninguno de ellos habia sido sometido a este tipo de
ensayos con anterioridad.

Se han presentado, en mayor o menor medida,
problemas de solubilidad en la preparacion de las drogas
estudiadas. Como ya se describié en la seccion 4, todos los
derivados son insolubles en solucién fisioldgica, por lo tanto la
forma de solubilizarlos es mediante el empleo de PEG 400 /
agua como vehiculo. Pero de todas formas no fue posible
lograr suspensiones o emulsiones homogéneas cuando la
concentracion de la droga es relativamente alta. Por tal razon,
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el calculo de las TD50s no pudo completarse en esos casos,
consignandose en su reemplazo los porcentajes de
neurotoxicidad encontrados a las dosis mas altas ensayadas.

Comparando las dosis que muestran acciéon de los
distintos compuestos, con las ED50 o TD50 de Vpa, sélo se
continda investigando aquellas estructuras que representen
ventajas en comparacion con éste, tanto en cuanto a actividad
como a efectos neurotoxicos. Para éstos, las dosis sucesivas
seran mas o menos concentradas que la anterior en base al
resultado obtenido para la altima, aunque en algunos casos la
eleccion depende de cuestiones practicas, como la
disponibilidad de droga, el limite de solubilidad que se puede
alcanzar, etc. Para el calculo de las ED50s, se continlla este
proceso hasta completar la evaluacion de 4 dosis distintas
como minimo.

Como se ha detallado en la seccidon 4, la determinacién
de los TPEs* surge del ensayo mediante el ensayo MES y/o el
ensayo PTZ para el caso de TPE anticonvulsivo* y mediante el
empleo del ensayo RotoRod para la determinacion del TPE
neurotoxico, aunque generalmente los picos maximos de
ambas acciones se alcanzan simultdneamente.

Con respecto al ensayo PTZ, en el Laboratorio de
Farmacoquimica se puso a punto primeramente la técnica de
administracion ip. del PTZ, y posteriormente la
administracion por via s.c.. Por tal razén, las drogas Vpa y
CpVpd, que fueron las primeras en ensayarse
farmacolégicamente, se evaluaron inicialmente utilizando la
via ip. y luego se confirmaron los resultados empleando
también la via s.c. para administrar el PTZ.

Acido valproico (Vpa)

El Vpa presenta su mayor
actividad anticonvulsiva en ratones O
15 minutos después de la inyeccion /\I/\
intraperitoneal>>*.

La determinacién de los TPEs
y la evaluacion anticonvulsiva y neurotdxica se realizo en el
Laboratorio de Farmacoquimica con fines comparativos. La
determinacion de la mayor accién arroj6 un TPE de 15

minutos, empleando el ensayo PTZ, en concordancia con los
datos publicados.

* TPE (time of peak effect)= tiempo de efecto maximo, ya explicado en la
seccion S del presente capitulo.

* para la determinacion del TPE anticonvulsivo, puede utilizarse
cualquiera de los dos ensayos, 0 ambos.
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La curva de proteccién en funcion del tiempo (Figura
4.6.1) muestra que la actividad, que parte de un maximo a los
15 minutos, va decayendo hasta llegar a un 0 % de proteccion
luego de 2 y Y horas.

La cuantificacion de la potencia anticonvulsiva frente
al ensayo MES se evalué midiendo el porcentaje de proteccion
obtenido a cada una de seis dosis distintas (Tabla 4.6.1).

MES o D) procssion | R
200 0.25 22,2 2/9
375 0.25 40 2/5
400 0.25 50 3/6
550 0.25 54,5 6/11
620 0.25 85,7 6/7
850 0.25 100 10/10

Del anélisis estadistico surge una ED50 = 1008 umol/kg (792-
1282) y S=1.7 (1.3-2.2).

En etapas posteriores se realizaron otras
determinaciones, generalmente como control en la evaluacion
de otras drogas. Puede apreciarse en la figura 4.6.2 que existe
concordancia entre ambos conjuntos de datos.

* las dosis estan expresadas como umol/kg de divalproato sédico, que es
la especie usada en los experimentos. Un mol de divalproato sodico
equivale a dos moles de 4cido valproico (Vpa).

¥ N = niimero de animales.

Tabla 4.6.1
Actividad
anticonvul-
siva del
Vpaenel
ensayo
MES
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Figura 4.6.2
Actividad del
Vpa frente al
ensayo MES.
En rojo: puntos
utilizados para
el cdlculo de la
EDS0.
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La actividad manifestada por el Vpa frente al ensayo
PTZ se cuantifica en base a los datos obtenidos de la
evaluacion a 6 dosis distintas (Tabla 4.6.2).

Tabla 4.6.2 PTZ dosis* tiempo % de N protegidos /

Actividad [umol/kg] (horas]  proteccion N total

anticonvul-

siva del 250 0.25 0 0/8

Vpa en el

ensayo PTZ 500 0.25 12.5 1/8
590 0.25 12.5 1/8
625 0.25 50 4/8
670 0.25 75 6/8
750 0.25 87.5 7/8

Se obtiene una EDS0 = 1261 pmol/kg (1155-1377) con
S =1.2(1.0-1.3).

En el caso del ensayo PTZ también se realizaron
evaluaciones posteriores, pero utilizando en estos casos la via
s.c. en lugar de la i.p. para la administracion del PTZ, por las
razones explicadas al comienzo de esta seccion. En la figura
4.6.3 se observan todos los datos en conjunto. Puede
apreciarse que la via de administracién del PTZ no influye en
la capacidad de proteccion de la droga.

El maximo efecto neurotéxico (TPEN*) manifestado en
el ensayo RotoRod es, al igual que la maxima actividad
anticonvulsiva, de 15 minutos'**#  como surge también de
nuestras evaluaciones (Figura 4.6.4).

* expresadas como umol/kg de divalproato sodico.
* TPEy = tiempo de efecto neurotéxico maximo.
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1907 & Figura 4.6.3
@ Actividad del Vpa
c 80 * frente al ensayo
2 PTZ
e 60 En rojo: ensayos
2 © utilizados para el
: 40 cdlculo de la
° ED50, empleando
S viaip.
2 w En verde:
0 3 : ‘ & ' controles
23 25 27 2.9 posteriores, por
log dosis vias.c.
100 - . S
i Figura 4.6.4
80 | Estimacion del
E R = | | TPE neurotéxico
:g 60 | 15 minutos l para el Vpa
S w0
o F
= 20 ;
0 \ & . .
0 0,25 0,5 0,75 1 1.25 1,5
tiempo [horas]
El Vpa mostré leves efectos neurotdoxicos recién a 1700
umol’kg (Tabla 4.6.3).
dosis* tiempo %de N gpctados / Tabla 4.6.3
RotoRed . Neurotoxi-
[umol/kg] [horas] toxicidad N total e
200 0.25 0 0/10 (o
manifesta-
386 0.25 6.7 1/15 daenel
ensayo
504 0.25 0 0/17 RotoRod
750 0.25 0 0/3
850 0.25 16.7 1/6

* expresadas como umol/kg de divalproato sédico.

* N sousdos S€ refiere al niimero de animales que presentan efectos
neurot6xicos en el RotoRod test, es decir que se caen las 3 veces que se
los coloca sobre el cilindro rotante.
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La evaluacion farmacologica del Vpa realizada en el
Laboratorio de Farmacoquimica permiti®6 comparar los
resultados propios con los ya reportados en bibliografia para
estudios similares, lo cual brinda validez a nuestro trabajo, ya
que los datos obtenidos se encuentran dentro de valores
aceptables. Teniendo en cuenta la naturaleza variable de los
ensayos biologicos, sobre todo aquéllos en los que intervienen
animales vivos, no es llamativo que los valores de ED50s y
TD50s reportados por distintos grupos sean relativamente
dispares, a pesar de emplear la misma metodologia
experimental (Tabla 4.6.4).

ED50 ED50 TDS0
MES TPE [umol/ke] P1Z TPE [umol/kg] RotoRod TPEy [umolke] Ref
1458 1667 2431 8
(1250-1667) (1458-1944) (2083-2778)
1389 1014 1965 7
%h 1889 %h 1035 “h 2958
(1715-2347) (854-1229) (2563-3125) 34
S=12.8 S=11.8 $=20.8
1681 660 1840 6
(1611-1743) (597-729) (1306-2590)
710
(480-1080) 9
S=1.7
“ah 1637 Yah 897 Yah 2563 5
(1486-2034) (740-1065) (2220-2707)
Yah 700
(500-980) 10
S=1.6
1008 “h 1261 Yah 17%a 1700
(792-1282) (1155-1377) *
S=1.7 S=1.2

Tabla 4.6.4 Datos experimentales de actividad anticonvulsiva y neurotoxidad de Vpa,
obtenidos por otros autores

* resultados propios.
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Fenitoina (PHE)

H
N.
La fenitoina es un potente Oﬁ O
anticonvulsivo frente a las convulsiones H O

provocadas por el electroshock
maximo, pero es inactiva frente al O

ensayo PTZ"**.

La actividad anticonvulsiva de
la fenitoina se evalué mediante el ensayo MES, considerando
tiempos de efecto maximo anticonvulsivo y neurotoxico de 2
horas'*>*.

Los resultados de su actividad anticonvulsiva, luego
del ensayo a cinco concentraciones distintas, se presentan en la

tabla 4.6.5.
MES dosis tiempo %de N protegidos / Tabla 4.6.5
[umol/kg] [horas]  proteccion N total Actividad
anticonvul-
10 2 20 1/5 siva de
PHE en el
20 2 66.7 4/6 ensayo
30 2 66.7 6/9 _—
38 2 77.8 7/9
50 2 100 8/8

El analisis de estos datos, graficados en la figura 4.6.5,
permite la obtencion de la EDS0 =22 umol/kg (16-32) y de la

S =2.2(1.3-3.9).
Figura 4.6.5

c 80 4 Actividad de

2 X b PHE frente al

e 60 ensayo MES

=]

e 40

(-]

°

® 20 &

0 - . - . : :
0,7 0,9 1.1 1,3 15 1,7 1.9
log dosis

La incapacidad de PHE de proteger las convulsiones
causadas por el PTZ se verific6 mediante un ensayo a 30
umol/kg (Tabla 4.6.6).



Tabla 4.6.6
Actividad
anticonvulsi-
va de PHE en
el ensayo
P1Z

Nuevas Drogas Antiepilépticas

PTZ dosis tiempo % de. N protegidos /
[pmol/kg] [horas] protecciéon N total
30 2 0 0/4

La evaluacion de los efectos neurot6éxicos manifestados
en el ensayo RotoRod muestra que PHE no es toxica a
concentraciones anticonvulsivas (hasta S0 pmol’kg) (Tabla
4.6.7).

dosis tiempo % de N /
Tabla 4.6.7 p afectados
Neurotoxici- RotoRod [umol/kg] [horas] toxicidad N total
dad de PHE
manifestada 10 2 0 0/5
en el ensayo 38
RotoRod 2 0 0/9
50 2 0 0/3
Como puede apreciarse en la tabla 4.6.8, los resultados
propios son coincidentes con los de otros autores, lo que
nuevamente valida la técnica de evaluacion en el Laboratorio
de Farmacoquimica.
EDS50 EDS50 TD50
MES 1pp [umolke] PTZ 1pp [umol/ke] RotoRod TPEy [umolike] Ref
2h 377 2h 260
(32.1-41.3) NE* (208-286) 3’4
$=13.7 $=15.2 ’
23.9 11
lh 258 170
(22.6-28.6) (144-188)
22
(16-32) 0% a 50 +
§=2.2
Tabla 4.6.8

Datos experimentales de actividad anticonvulsiva y neurotoxidad de PHE, obtenidos por

otros aulores

* NE = no efectivo
* resultados propios.
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Valpramida (Vpd)

La determinacion del tiempo 0 NH,
de efecto maximo indicé que se llega /\I/\
a la mayor potencia anticonvulsiva,

tanto frente a las convulsiones

provocadas por el electroshock

maximo como a las debidas al PTZ, luego de 1 hora de haber
inyectado ip. la droga, como puede observarse en la figura
4.6.6.

TPE = 1 hora
90 - y — i ) .
80 | || Figura 4.6.6
S 70 - || Estimacion del TPE
8 60 ||  para Vpd, mediante
% 50 - “v’ el ensayo MES (azul)
L 40 |y el _ensayo P12
2 30 || (amarillo)
2 204 |
10 | '
0 T T . T !
0 1 2 3 4 5
tiem po [horas]

La evaluacion de la accién frente al ensayo MES a
cuatro dosis distintas, entre el 0 y el 100 % de proteccion,
permitié cuantificar la actividad (Figura 4.6.7 y tabla 4.6.9).

MES dosis tiempo % de N protegidos/  Tabla 4.6.9
[umol/kg] [horas] proteccion N total Actividad

anticonvulsi-

200 1 37.5 3/8 va de Vpd en
]

300 1 50 4/8 s

400 1 55.6 5/9

500 1 57.1 4/7
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Figura 4.6.7
Actividad de Vpd
frente al ensayo
MES

Tabla 4.6.10
Actividad
anticonvulsi-
va de Vpd en
el ensayo
P1Z

Figura 4.6.8
Actividad de Vpd

frente al ensayo PTZ

-htﬁg ®

80 -
[
o
g 60
8 @
= ®
[- 8
3 40
R

20 :

21 25
log dosis

29

De esta evaluacion resulta una EDS0 = 353 umol/kg
(267-466), yuna S = 1.8 (1.1-2.9).
La evaluacién con el ensayo PTZ, también ensayando
cuatro dosis entre el 0 y el 100 % (Figura 4.6.8), brind6 los
resultados mostrados en tabla 4.6.10.

PIZ dosis tiempo % de. N protegidos /

[pmol/kg}] [horas]  proteccion N total

400 1 28.6 2/7

500 1 30.8 4/13

550 1 53.8 7/13

600 1 80 4/5

100 -
§ * |
8 60 i
° * E
& i
o 40 |
° @ b g |
® 2 |
0 . | . |
25 26 27 28 29
log dosis

El andlisis estadistico permitié calcular una EDS0 =

490 pmol/kg (447-537) y una S = 1.2 (1.1-1.4).
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Los efectos toxicos de la Vpd comienzan a
evidenciarse 2 horas después de la inyeccion ip. (Figura

4.6.9).
5 1 ?I:ﬁga:
Figura 4.6.9
- 40 Estimacion del
b TPE neurotoxico
© 30-
X para Vpd
o 20
©
2 10
/
0 & :“-/ T T r )
0 1 2 3 4 5
tiempo [horas]

Sin embargo, como se muestra en la tabla 4.6.11, la
Vpd presenta leves efectos neurotdxicos recién a 600 pmol/’kg.

Dosis tiempo %de N afectados / Tabl,
RotoRod [umol/kg] [horas] toxicidad N total 4,75, Il;
Newurotoxi-
100 1 0 0/8 cidad de
Vpd
200 1 0 0/8 manifesta-
300 1 0 0/8 CICICS
ensayo
400 0.5 0 0/4 RotoRod
400 0 0/15
400 2 0 0/3
500 0.5 0 0/4
500 1 0 0/17
500 2 0 0/4
550 1 0 0/13
600 0.5 0 0/4
600 1 0 0/12
600 25 1/4
600 4 0 0/4

Los valores obtenidos en el Laboratorio de Farmacoquimica
para la evaluacion de la Vpd, al igual que en el caso del Vpa,
son comparables a los encontrados por otros grupos de
investigacion empleando las mismas técnicas, como puede
observarse en la tabla 4.6.12.
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ED50
MES TPE [umol/kg]

699
(559-909)

392

lh 353

(267-466)
S=1.8

Tabla 4.6.12

ED50 TDS50

PTZ TPE [umolike] RotoRod TPEx [umol/ke] Ref
839 909
(769-909) (839-1049)
385 566 7
340 13
1h 490 2h 25% a 600
(447-537) *
S=1.2

Datos experimentales de actividad anticonvulsiva y neurotoxidad de Vpd, obtenidos por

otros autores

PO N

N-isopropilvalpramida (IpVpd)

El TPE frente al ensayo MES
result6 ser de 1 hora (Figura 4.6.10),
aunque no hubo una diferencia
significativa de proteccion entre Y%, 1
y 4 horas. Por tal razén, se repitio el
ensayo a la hora con el fin de

confirmar un maximo efecto a ese tiempo. La evaluacion
final a 1 hora se realizoé sobre 9 animales, confirmandose la
maxima actividad a este tiempo (78 % de proteccion) (Figura

4.6.10).
100 +
Figura 4.6.10 c 80
Estimacion del TPE |2 0—"\
para la Ipvpd, S 60 <
mediante el MES test | ©
(en azul} y el PTZ 2 40 TPE = 1 hora
test (en amarillo) o
2 20
0 +—— ¥ ey
0 1 2 3 4 5
tiempo [horas]

* resultados propios.
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Se descartd que la accion observada a las 4 horas
(Figura 4.6.10, en azul) se deba a Vpa liberado, ya que el
ensayo en las mismas condiciones pero utilizando PTZ como
agente convulsivo, presenté nula protecciéon a todos los
tiempos (Figura 4.6.10, en amarillo).

La cuantificacion de la accién anticonvulsiva a 1 hora
frente al ensayo MES se realizd mediante el ensayo a cuatro
concentraciones, entre 0 y 100 % de proteccion (Figura 4.6.11
y tabla 4.6.13).

dosis tiempo %de N protegidos / Tabla
MES 7 e 46.13
[umol/kg] fhoras]  proteccién N total Actividad
232 1 12.5 1/8 anticonvul-
siva de
300 1 222 2/9 IpVpd enel
ensayo
375 1 25 2/8 MES
450 1 28.6 2/7
50 -
Figura 4.6.11
c 40 Actividad de
2 | | Ipvpdfrenteal
§ 30 & ensayo MES.
o #
a 20 | ¢
[
T
= 10 .
0 : , ; ; |
2,25 2,35 2,45 2,55 2,65 2,75
log dosis
El analisis estadistico permitié el calculo de la ED50,
siendo ésta igual a 384 umol/kg (300-492) yde laS =1.7 (1.0-
2.7).
Los ensayos frente al ensayo PTZ se realizaron a dos
dosis, observandose que mientras a 250 umolkg la IpVpd es
totalmente inactiva, se logra una leve accion recién a 450
umol/kg (Tabla 4.6.14).
Tabl
P dosis tiempo % de N protegidos / 4.‘:5.1‘:
[umol/kg] [horas]  proteccion N total Actividad
anticonvul-
250 1 0 0/8 siva de
IpVpd en el

450 1 33.3 173 ensayo PTZ
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La IpVpd no presentd efectos neurotdxicos a ninguna
de las dosis evaluadas (Tabla 4.6.15).

. . 0

raw  Rookod oo S il N

Z%)tdc;xi- 175 1 0 0/8

IpVpd 232 1 0 0/8

manifesta-

daenel 250 1 0 0/8
450 0.5 0 0/4
450 1 0 0/9
450 0 0/3
450 4 0 0/3

Como se aprecia en la tabla 4.6.15 y en la figura 4.6.12,
el intento por determinar un TPEyN mostré nula actividad a
todos los tiempos, empleando la mayor concentracién (450
umol/kg) para la cual se logré solubilizar el material para su
administracion en PEG 400 / agua.

Figura 4.6.12 50 +
Estimacion del TPE
neurotoxico para 3 40 ¢
°
lpvpd 530+ V
x
2 ;
020
©
R10 f
O+—a—a———a | s !
0 1 2 3 4 5
tiempo [horas]

N-butilvalpramida (BuVpd)

La actividad frente al

o N~ ensayo’ MES es rnax1ma 1 h(?ra
después de la administracion i.p.

de la droga, y luego va

disminuyendo (Figura 4.6.13,

curva en azul). En cambio, la droga no es activa frente al
ensayo PTZ (Figura 4.6.13, curva en amarillo).



Capitulo 4

124 4%{ ET—

100 = . . — 1
c || Figura 4.6.13
2 80 | Estimacién del
§ co LS | TPE para Buvpd,
° i || mediante el ensayo
:. 40 1 TPE = 1 hora ‘ MES (azul) y el
% || emsayo PTZ
2 || (amarillo)
0 === ! e
0 1 2 3 4 5
tiempo [horas]

La evaluacion a 1 hora de cuatro dosis distintas entre el
0 y el 100 % de proteccion frente al ensayo MES (Figura
4.6.14 y tabla 4.6.16) permiti6 obtener una ED50 = 487

pmol/kg (412-576) y una S = 1.3 (1.1-1.6).

MES dosis tiempo % de N protegidos / Tabla
70 [umol/kg] [horas]  proteccion N o 4.6.16
Actividad
300 1 12.5 1/8 anticonvul-
siva de
400 1 37.5 3/8 BuVpd en
el ensayo
500 1 42,9 317 e
600 1 57.1 4/7
100
Figura 4.6.14
g X Actividad de
3 Buvpd frente al
g o0 . ensayo MES
R 20-
@
0 - ; " . —
2,35 245 2,55 265 2,75 2,85
log dosis

La evaluacién frente al PTZ se realizé a la mayor
concentracion soluble (600 umol/kg), no percibiéndose accién
protectora (Tabla 4.6.17).
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Tabla
4.6.17
Actividad
anticonvul-
siva de
BuVpd en
el ensayo
P1Z

Tabla
4.6.18
Neurotoxi-
cidad de
BuVpd
manifesta-
daen el
ensayo
RotoRod

Figura 4.6.15
Estimacion del TPE
neurotéxico para
Buvpd

PTZ dosis tiempo % de N protegidos /
[umol/kg] fhoras]  proteccion N total
600 1 0 0/4

La droga presentd efectos neurotdxicos en el ensayo

RotoRod a 600 pmol’kg, observandose un TPE neurotdxico
de 30 minutos (Figura 4.6.15 y tabla 4.6.18).

dosis tiempo %de N afectados /
RotoRod [pmol/kg] [horas] toxicidad N total
200 1 0 0/7
300 1 0 0/8
400 1 0 0/8
500 1 0 0/6
600 0.5 40 2/5
600 1 10 1/10
600 2 0 0/3
600 4 0 0/3
50
TPEy =
E o1 30 minutos
g 30 4 ;
2 |
£ 27 \
® 10 | .
L
0 : S i !
0 1 2 3 4 5
tiempo [horas]
N-valproilmorfolina (MoVpd)
o N A diferencia del resto de las

/\I/\ Vpds estudiadas, esta droga no
presenté actividad frente a ninguno
de los ensayos para anticonvulsivos

(Figura 4.6.16). Se evalud a dosis altas (1500 pmol/kg tanto en
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el ensayo MES como en el ensayo PTZ) pero atin asi no
mostré accion a ninguno de los tiempos ensayados (Figura

4.6.16).
100 - ,
Figura 4.6.16
& 807 Evaluacion de la
] accién de Movpd a
2 o distintos tiempos,
& 40 | mediante el ensayo
2 || MES (arriba) y el
2 20 | ensayo PTZ (abajo)
|
0 &——@ + . & |
0 1 2 3 4 5
tiempo [horas]
100
c 804
0 {
%] {
@ 60 - i
g |
2 40 - ;
2 |
© |
® 20
3‘
(R R A : A
0 0,5 1 1.5 2 2,5
tiempo [horas]

Tampoco present6 importantes efectos neurotoxicos ya
que, evaluada en el ensayo RotoRod a 1500 pmol/kg, recién
comienzan a manifestarse (Tabla 4.6.19).

..o,  dosis tiempo %de N asotados / Tabl
m [umol/kg] [horas]  toxicidad N total 4.‘:5. I‘;
Neurotoxi-
1000 0.5 0 0/3 cidad de
1000 1 0 0/4 i
) manifesta-
1000 ) 0 0/4 daenel
ensayo
1500 0.5 25 1/4 RotoRod
1500 1 0 04 '
1500 2 25 1/4

1500 4 0 0/4
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N-ciclohexilvalpramida (ChVpd)

Esta droga mostré6 un TPE
anticonvulsivo frente al ensayo
MES mas tardio que el del resto de
on KM los derivados (2 horas), mientras
que no reveldo actividad frente al
/\I/\ ensayo PTZ, a ninguno de los
tiempos ensayados, como se
aprecia en la figura 4.6.17.

100 +- _}
Figura 4.6.17 - |
Estimacion del TPE |2 80| |
para Chvpd, § 60 | |
mediante el ensayo 2
MES 2 40 ¢ TPE = |
(en azul) y el ensayo S 20 | 2 horas
PI1Z ® |
(en amarillo) 00— : : R S

tiempo [horas]

La actividad anticonvulsiva frente al ensayo MES se
evalué mediante el ensayo a cuatro concentraciones distintas
(Figura 4.6.18 y tabla 4.6.20).

. ] o _
Tabla MES dosis tiempo Yo de' ' N protegidos /
4.6.20 [nmol/kg] [horas]  proteccion N ot
Actividad
anticonvul- 20 2 14.3 1/7
siva de
ChVpd en 35 2 20 1/5
e 50 2 25 2/8
MES

65 2 33 3/9
50 |

Figura 4.6.18 |

Actividad de g 40 |

Chvpd frente al % . ® ;

ensayo MES g “

(-} 20 Py ‘
]
R 10
0 : - . . - - - . |
1.1 1,2 13 14 1,5 1,6 17 1,8 19 2
log dosis
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Del analisis estadistico surge una EDS0 = 61 pmol/kg
(44-85) con S=1.7 (1.1-2.7).

La mayor concentracion que fue posible solubilizar fue
de 65 umol/kg, pero la droga se mostré inactiva a esta dosis
frente al ensayo PTZ (Tabla 4.6.21).

Tabla
4.6.21
. . Activida,
PTZ dosis tiempo % dq , N protegidos / a::g;m‘il_
[umol/kg] [horas] proteccion N total -
ChVpd
65 2 0 0/2 ol enspo
P17
La droga no presenta efectos toxicos frente al ensayo
RotoRod hasta la concentracion 65 pmol/kg, a ninguno de los
tiempos ensayados, por lo que no se obtuvo un TPE
neurotoxico (Figura 4.6.19 y tabla 4.6.22).
_ dosis tiempo % de N afectados / Tabla
RotoRod [pmol/kg] [horas] toxicidad N total 4.6.22
Neurotoxi-
20 2 0 0/7 cidad de
ChVpd
3 5 2 O 0/ 5 manifesta.
50 2 0 0/8 da en el
ensayo
65 0.5 0 0/4 RotoRod
65 0 0/13
65 0 0/3
50
|| Figura 4.6.19
o 40+ 3 Estimacién del TPE
3 | neurotéxico para Chvpd
S 304
g
o 20 +
°
T
R i e R s SR s e A—-——i‘
0 1 2 3 4 5
tiempo [horas]
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Acido 4-(valproilamido)benzoico (CoVpd)
HO._ O
Al igual que para la ChVpd, el
maximo efecto se alcanza a las 2 horas.
Se determina mediante el ensayo PTZ
/\ciN:\ (Figura 4.6.20).
TPE = [
50 - 2 horas
e 40 -
o
[*]
2 301
2
& 20-
1
Figura 4.6.20 ® 10
Estimacion del TPE para el ol
ggvzpd mediante el ensayo g it ] e 5 5% 5
tiempo [horas]

tiempo se evaluaron cuatro dosis distintas frente al

ensayo MES (Figura 4.6.21 y tabla 4.6.23).

, dosis tiempo %de N prowgidos /
:‘g’g MES [umol/kg] [horas] proteccion N total
Actividad
o 1000 2 37.5 3/8
e 1200 2 50 4/8
CpVpd en
el ensayo 1250 2 50 4/8
MES
1500 2 85.7 6/7
100 - -
Figura 4.6.21 %
Actividad de c 80 b
Cpvpd frente 2
al ensayo 2 60
MES ,_3,_ * @
s 40 - ®
X 20
0 . - : : - {
2,95 3 3,056 31 3,15 32 3,25
log dosis
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Se obtuvo una EDS0 = 1225 umol/kg (1107-1355) con
S=1.2(1.1-1.4).

Frente al ensayo PTZ, se evaluaron cuatro dosis (Tabla
4.6.24), resultando una EDSO = 1817 pumol/kg (1669-1978)
conS=1.2(1.1-1.4).

dosis tiempo %de N protegidos / Tabla
PTZ [umol/kg] [horas] roteccion N .0M
S P total Actividad
anticonvul-
1500 2 25 520 siva de
1880 2 37.5 3/8 ChVpd en
el ensayo
2000 2 57.1 4/7 PTZ
2200 2 100 4/4
En el caso de esta droga, al igual que como se procedi6 en el
caso del Vpa (pagina 113), se utiliz6 la via ip. para la
administracion del PTZ. Por esta razon, se realizd una
evaluacion posterior al calculo de la ED50, empleando la via
s.c., con el objeto de corroborar que la via de administracion
no influye en los resultados obtenidos. En la figura 4.6.22
pueden observarse todos los datos en conjunto.
100 - ® Figura 4.6.22
Actividad de Cpvpd
80 - frente al ensayo PTZ.
£ A En rojo: ensayos
g utilizados para el
e 601 . cdlculo de la EDS0,
o I
< empleando via i.p. En
o 40 . verde: control
° posterior, por via s.c.
B3 &
20
0 : : |
3 3.1 32 . 33 34
log dosis

La droga no presenté neurotoxicidad ensayada en el
ensayo RotoRod a 1500 umol/kg (Tabla 4.6.25).



Tabla

4.6.25
Neurotoxi-
cidad de
CpVpd
manifesta-
daenel
ensayo
RotoRod

Nuevas Drogas Antiepilépticas

. . o
Rotood (Soob S i !
800 2 0 017
900 2 0 0/6
1000 2 0 017
1200 2 0 0/6
1500 2 0 0/4
Discusion

A modo de resumen de todo lo expuesto, la tabla
4.6.26 presenta las potencias anticonvulsivas de los distintos
derivados de Vpa, en los dos ensayos utilizados, como asi
también los efectos neurotéxicos asociados a las dosis
ensayadas. También se consignan los indices de proteccion
(PI), las potencias relativas, y las categorias de los distintos
compuestos.

Como apreciacién general, puede notarse que las
modificaciones funcionales introducidas en la molécula de
Vpa condujeron en general a compuestos activos.

Una forma de comparar los nuevos derivados con
respecto al compuesto lider de partida, el Vpa, es en relacion
a las categorias que describe la Fase 1 del Anticonvulsant
Screening Project (ASP) del Programa ADD* (ver seccién 4
del presente capitulo). Segun esta clasificacion de los nuevos
compuestos en base a su capacidad anticonvulsiva y acciones
neurotoxicas asociadas, aquéllos categorizados como 1 pasan
directamente a Fase 2, los de categoria 2 pueden o no
considerarse, mientras que los de categoria 3 se consideran
inactivos y se descartan. Puede observarse en la tabla 4.6.26
que todos los derivados entran en la categoria 1, la mas
favorable, excepto el derivado MoVpd que es inactivo
(categoria 3) y el CpVpd que se incluye en la categoria 2, al
igual que el Vpa. Esto indica que, sometidos a los ensayos
iniciales del ASP del Programa ADD*, incluso la droga lider
Vpa no resulta tan activa como podria esperarse de un
farmaco de uso clinico, estando el derivado CpVpd en las
mismas condiciones, mientras que MoVpd no seria
considerada para continuar con su evaluacion preclinica. Sin
embargo, como se discutirda mas adelante, este compuesto
inactivo brindara informacion atil en el momento de la
definicion de las caracteristicas moleculares asociadas a la
actividad.
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Tabla 4.6.26

Actividad bioldgica de los compuestos derivados de Vpd en estudio

EDS0 MES EDS0 PIZ TDS0 RotoRod
TPE Pot. A
Compuesto lmdle] gy mdRel pmgrg TN pmang  mere  PT PR, Cee
1008 145 1261 182
Vpa 025 OR-1282) (114-185) (11SS.137T) (166-198) 025 17%al700 1™a245 11-1.7* l
353 505 w0 701 .
Vpd 1 (67466) (38.2-666) @47.537) (63.9768) 2 25%a 600 25%a858 13-14 29
84 703 0 o _
Ipvpd 1 (300492) (54.9-90.0) 33%a 450 33%a824 0%a450 0%a&4 >12 26
@87 969
Buvpd 1 M7 965,  O%a0 U%alld 05 40%a600 4%alld iz 21
MoVpd —_ 0% a 1500 0%a 320 0% a 1500 0%a 320 - 25%a 1500 25%a 320 —_ -
6 137 _
Chvpd 2 4485  (9191) 0%a65 0%ald6 0%a65 0%al46 >1.1 17
CpVpd 2 1225 322 1817 479 0%al500 0%a395  >12 08

(1107-1355) (291-404)

(1669-1978) (439-520)

* Pl (protective index) significa indice de prateccién = TD50/ EDS0, cansiderando |a potencia anticanvulsiva frente al ensayo MES.
* Potendia relativa al Vpa, es decir ED50 vpe / ED50 4o, considerando la potencia anticonulsiva frente al ensayo MES,
* Categaria carespandiente a la clasificacian de Fase 1 del Anricomnlsars Screering Project del Programa ADD.

* segim bibliografia.

Los resultados de Fase 2, donde se cuantifican las
acciones anticonvulsiva y neurotdxica, se consignan en la
tabla 4.6.26 como las ED50 y TD50, respectivamente. Con
respecto a la proteccion frente al ensayo MES, todos los
compuestos activos, excepto el CpVpd, son entre 2 y 3 veces
mas potentes que el Vpa, mientras que la ChVpd es 17 veces
mas activa que el Vpa (ver potencias relativas en tabla
4.6.26) y casi 6 veces mas activa que la Vpd.

Ninguno de los derivados de Vpd, excepto el CpVpd,
resulté ser activo frente al PTZ a las dosis evaluadas. La
tendencia parece apuntar hacia una conservacion de la
actividad anti-MES pero no de la capacidad de proteccion
frente al PTZ, lo cual indicaria que de los posibles
mecanismos de accion asociados al Vpa y Vpd, sélo alguno
se retiene.

En cuanto a los efectos medidos en el ensayo
RotoRod, puede observarse en la tabla 4.6.26 que ninguno de
los compuestos manifiesta acciones neurotéxicas a dosis
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anticonvulsivas (ED50s). Sin embargo, hasta las dosis
ensayadas, no fue posible lograr una mejora en los PI con
respecto a los del Vpa y Vpd. Debido a que las TD50s no
pudieron ser calculadas por problemas de solubilidad a altas
dosis, los PI pueden estimarse, en el sentido de que puede
considerarse que son mayores a 1.1 — 1.2. A pesar de que los
PI de Vpa y Vpd son bastante bajos (entre 1.1 y 1742345678
y entre 1.3 y 1.4”%, respectivamente), no se puede asegurar
que los nuevos derivados sean mas seguros que éstos, al
menos con la bateria de ensayos empleados en esta etapa de
la evaluacion preclinica.

Analizando comparativamente los nuevos derivados
de Vpd planteados, se puede afirmar que IpVpd, BuVpd y
ChVpd presentan ventajas con respecto al Vpa, no solo en
cuanto a su mayor potencia anticonvulsiva, sino también por
el hecho de que son potenciales drogas no teratogénicas por
carecer del grupo carboxilato libre del Vpa. Ademas, por su
sustitucion en el N amidico, probablemente no seran
compuestos inhibidores de la mEH, lo cual constituye una
ventaja no s6lo sobre Vpa sino también sobre la Vpd.

A pesar de no haberse realizado estudios de
farmacocinética para los derivados analizados, con el objeto
de confirmar que la acciéon observada no se deba a la
biotransformacion a Vpa, el espectro farmacoldgico
observado en todos ellos indica que estan actuando como
tales. Si el Vpa fuera en realidad la especie activa frente al
ensayo MES, deberia observarse ademas cierta actividad
frente al ensayo PTZ. Asimismo, las caracteristicas
estructurales de los compuestos estudiados, precisamente la
sustitucion del N amidico, constituye, como se sefialé en la
seccion 2, una clave para evitar la hidrolisis amida — 4cido,
aun en especies animales superiores.

En conclusiéon, puede afirmarse que los resultados
bioldgicos obtenidos para estos nuevos derivados de Vpd han
sido satisfactorios no solo por el potencial que presentan
como drogas antiepilépticas, sino principalmente porque
permitiran profundizar en el conocimiento de los procesos
involucrados en su accién anticonvulsiva y finalmente en el
disefio de nuevas estructuras mejoradas. De esta forma, el
analisis de los resultados farmacoldgicos obtenidos hasta este
punto sirve como punto de partida para sacar conclusiones
con respecto a las caracteristicas que este grupo de
compuestos tiene en comun, dirigiendo el estudio hacia el
planteo de un grupo farmacéforo. Suponiendo que un perfil
farmacologico similar es indicativo de un mecanismo de
accion comun, se plantean en la siguiente seccion,
metodologias indirectas de disefio de formacos para dilucidar
las caracteristicas del farmacéforo.

133
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MODELADO MOLECULAR
DE VALPRAMIDAS
Y OTRAS DROGAS ANTI-MES

Ya se ha descrito en las secciones anteriores el por qué
de la eleccion de los derivados N-sustituidos de Vpd (Figura
4.7.1). También se present6 su sintesis y los resultados de su
evaluacién como potenciales drogas antiepilépticas frente a los
modelos mas representativos de accion anticonvulsiva.

\|/

H
VPD

1PVPD BUVPD

@

9 o

MOVPD
CHVPD
CPVPD
Figura 4.7.1 ' A partir de los resultados biologicos
Estructura de Vpd y de los obtenidos, se observa que fodos los compuestos
derivados N-sustituidos excepto MoVpd, son activos frente al ensayo
analizados. MES. Este comportamiento farmacologico

particular, distinto al del resto de los derivados,
condujo a la realizacién de un exhaustivo estudio tedrico de
todas las estructuras con el objeto de encontrar las posibles
causas que conducen a esta diferente respuesta bioldgica.
Dado que el empleo de descriptores clasicos de los distintos
efectos (hidrofobico, estérico, electronico) no brinda una
explicacion de la distinta actividad observada en el caso de
derivados de Vpa y compuestos relacionados'?>, se procede a
la ejecucidon de un andlisis quimico cudntico del conjunto de
estructuras estudiadas.
Un mismo perfil farmacolégico, en relacion con el
caracter anti-MES de las drogas, fue el criterio elegido para
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incorporar estructuras de drogas clasicas conocidas al
presente estudio tedrico de los derivados de Vpd. Asi, con el
objeto de facilitar la determinaciéon de una conformacién
activa, se incorporan PHE y CZ (carbamazepina) como
analogos rigidos, y otras cinco drogas antiepilépticas que
permiten establecer los requisitos necesarios para la actividad
anti-MES (Figura 4.7.2).

3+ O . NN

PHE, fenitoina CZ,carbamazepina

PRM, primidona

O>_N/\
o}

HN

ETT, etotoina

PB, fenobarbital

T4

HN o)

MPH, mefenitoina

ZI

ETH, etosuximida

Figura 4.7.2
Estructuras de los antiepilépticos cldsicos incorporados al estudio de
compuestos con accion anti-MES.

Descripcion de la metodologia teorica

Para el estudio tedrico de las estructuras se emplean
diversos programas de quimica computacional. Entre ellos
podemos mencionar:

v' Hyperchem 5.1°,
v PC Spartan Plus’,
v AMSOLS®,
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v Gaussian 98’,
v Sybil®.

Se emplean las computadoras del Laboratorio de

Farmacoquimica (varias PCs funcionando bajo entorno
Windows y una Silicon Graphics Octane funcionando bajo
entorno Unix).

Analisis conformacional.

MPH, mefenitoina

Figura 4.7.3

Definicion de los
dngulos de torsion o
diedros para cada una
de las estructuras. El
diedro definido por los
dtomos 1-2-4-5 se define

siempre como T;, Tzestd
siempre el definido por

2-4-5-6, y 13 por 4-5-6-
7.

Las estructuras 3D de partida se construyen mediante el
empleo del programa
HyperChem'.

Generacion de las
geometrias iniciales de Vpd y sus
derivados

Dentro de las distintas
técnicas de muestreo de la
hipersuperficie de energia
potencial, la que mejor se adapta
a nuestro objetivo es la asociada
al andlisis sistematico del espacio
conformacional. La conformacion
de las cadenas hidrocarbonadas
del resto valproilo se conoce en
0 S~ base a estudios previos de

HNj ZN\; dinamica molecular’. Se sabe que
01 .
) esta definida por angulos de

5@ torsion proximos a 180° Por lo
6

tanto, para el caso de Vpd y sus
derivados, a pesar de tratarse de
estructuras con un numero

oLy considerable de angulos diedros
N rotables, el estudio se centré en

o aquellos diedros involucrados en

A las rotaciones del sustituyente

¢ unidlo al N amidico. Las

ETH, etasuximida geometrias de partida de Vpd y
sus derivados se crean mediante modificaciones de
los angulos de torsion O,C,C4Hg y O;C:N;Cy
(Figura 4.7.3), variando estos angulos en pasos de
90° entre 0° y 360°. Como se vera mas adelante, no
se justifica partir de conformaciones iniciales con
valores intermedios de estos angulos diedros, ya que
luego de la minimizacién €stos adquieren valores
cercanos a (0° o 180°. La orientacion preferencial de
las cadenas hidrocarbonadas se confirmd, sin
embargo, para cada uno de los compuestos, ya que un
sustituyente voluminoso en la porcién amida, podria

e,
on

I}

=

e

Y

sl
£
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condicionar esta situacion. Por tal razén, se buscaron
conformeros iniciales distintos utilizando una metodologia
estocdstica. Se realizaron corridas de dindmica molecular de
10 ps a 600 K con un paso de integracion de 0.0005 ps.
Aquellas conformaciones resultantes que fueron visiblemente
distintas de las ya generadas por el analisis sistematico, se
eligieron como punto de partida para las minimizaciones. Se
consideraron diferencias tanto en la conformacion de las
cadenas propilicas como en las caracteristicas del sustituyente
en N.

Generacion de las geometrias iniciales de los
antiepilépticos cldsicos

Se utiliza también una metodologia sistemdtica para
la generacion de las conformaciones de partida de las drogas
antiepilépticas cléasicas. Los angulos diedros seleccionados
para tal fin dependen de cada estructura en particular (Figura
4.7.3). Para CZ, 1, se varia en pasos de 15°, entre 0° y 180°,
dejando inicialmente la molécula totalmente plana. Las
optimizaciones conducen a tres conformaciones estables
diferenciables principalmente por el valor de T, (-152°, -132°
o -900), siendo 2,7 kcal la mayor diferencia energética entre
estos tres conformeros. Para cada uno de ellos, no asociados
ya a conformaciones planares, se volvio a analizar el efecto
de modificar 1), esta vez en pasos de 60° desde 0° hasta 360°.
Para PB, PRM, ETT y MPH, se analizan variaciones de 1, en
45°, considerando sélo el rango entre 0° y 180°, debido a la
simetria del anillo bencénico. Para cada uno de esos valores,
C2C4CsCo (C2C3C3C para ETT) se varia también en pasos de
45° entre 0° y 360°. Para PHE, 1,y C,C4CsCs se modifican
en pasos de 45°, entre 0° y 180°, por involucrar dos anillos
bencénicos simétricos. En el caso de ETH, t,se varia en
pasos de 45°, entre 0° y 360°.

Optimizacion de geometrias

Durante las optimizaciones se dejan completamente
libres todos los parametros geométricos. Se utiliza un algoritmo
de minimizacion basado en gradientes conjugados (Polak-
Ribiere'®) y la optimizacién se continia hasta convergencia de
RMS del gradiente a 0.05 kcal/Amol.

Consideracion de geometrias finales

Se evaluan las distintas conformaciones finales y se
tienen en cuenta fundamentalmente las de menor energia
(conféormeros mas estables), ya que principalmente en el caso
de las Vpds existen muchas conformaciones energéticamente
similares y por lo tanto mutuamente interconvertibles.
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Bisqueda de la conformacion activa.

Como criterio de accesibilidad a una determinada
conformacién de interés, se evalia el costo energético para
evolucionar a ésta desde la conformacion mas estable, a la
cual se asocia la mayor probabilidad de existencia.. Para ello se
analizan las barreras de energia asociadas a la rotacion
alrededor de los enlaces involucrados en el cambio de
conformacion. Este célculo se efectia mediante sucesivas
variaciones del angulo de torsion de interés en pasos bien
definidos (no mayores a 10°), y posteriores optimizaciones. El
angulo de torsién estudiado se mantiene congelado durante la
optimizacién, mientras que para el resto de la molécula se
permite la relajacion total.

Método de calculo.

El espacio conformacional se analiz6 empleando
metodologia semiempirica para el muestreo inicial. Se
emplea un hamiltoniano AM1 para la optimizacién de las
geometrias.

La eleccion del método se basa en un minucioso
estudio tedrico de la molécula que define la porcion
funcionalmente mas representativa de la molécula de Vpd y
sus derivados N-sustituidos: la acetamida. Esta molécula se
estudi® en su geometria y caracteristicas electronicas
empleando distintos niveles de calculo: AMI1, PM3, MNDO
y ab initio, empleando bases 6-31+G(d,p), 6-311+G(d,p) e
incluyendo correlacion electrénica a nivel MP2 y CISD'".

Para las estructuras de las DAEs clasicas incorporadas
al estudio, se utiliza también el mismo nivel de calculo.

El método AMI se utilizd, entonces, para el analisis
conformacional de todas las moléculas, basado en la
optimizacién de sus geometrias y el calculo de las energias
asociadas. Las barreras energéticas relacionadas a la rotacion
alrededor de enlaces simples se calculan también empleando
un hamiltoniano AM1.

Las conformaciones activas obtenidas para cada una
de las estructuras se refinan mediante una optimizacion
restringida empleando metodologia DFT B3LYP con bases 6-
31+G(d,p). Para ello, se mantiene congelada la conformacién
de la porcién farmacoférica y se deja relajado el resto de la
molécula, ya que no interesa encontrar el minimo absoluto en la
superficie de energia potencial, sino un minimo relativo
asociado a la estructura capaz de interaccionar con el receptor.

Densidades de carga.

Las distribuciones de carga se calculan, para las
conformaciones activas provenientes de las optimizaciones
restringidas descriptas, mediante un andlisis poblacional de
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Mulliken y mediante el célculo del potencial electrostatico
(ChelpG)"? sobre los atomos que definen el farmacéforo. Sin
embargo, se consideran para la evaluacion sélo las cargas
derivadas de potenciales electrostaticos, debido a la conocida
imprecision del andlisis poblacional de Mulliken para la
descripcidn de los enlaces polares.

Resultados y discusion del estudio tedrico

Para comenzar a detallar los resultados del estudio
tedrico, comenzaremos describiendo aquéllos derivados del
calculo de la molécula mas sencilla de la serie, la Vpd. Como
ya se ha comentado, la geometria mas estable de las cadenas
propilicas del Vpa es aquélla en la que éstas se disponen
formando angulos de torsion de aproximadamente 180° en
todos los casos’. Como era predecible, lo mismo ocurrié para la
Vpd. Cuando los angulos diedros adquieren valores cercanos a
180° generan una conformaciéon antiperiplanar de minima
energia (a la que llamaremos “toda anti”) (Figura 4.7.4). En
cuanto a la funcion amida, el plano definido por este grupo se
dispone en forma perpendicular a la linea de las cadenas
hidrocarbonadas, ya que es la forma mas favorable de evitar la
repulsion entre el grupo amida y los restos c
propilo (Figura 4.7.5). En cuanto a la
orientacion espacial del O y el N del grupo N
amida con respecto a las cadenas propilicas,
a partir del andlisis conformacional surgen
minimos que corresponden a
conformaciones que difieren entre si en la
rotacion del plano de la amida

(conformaciones 1y 2, figura 4.7.4). Asi, la c c c
diferencia entre estas dos geometrias radica ™ ™
en que en una de las conformaciones, el O

carbonilico se dispone alejado de las H,NH oH
cadenas propilicas definiendo asi un diedro antiperiplanar synperiplanar
OCCH de 0° (conformacion 1 o

synperiplanar), mientras que en la otra el O .

se mantiene cercano a los C adyacentes de gf:; "l:s Z:pmyecciones de

los restos hidrocarbonados, formando un  Newron de conformaciones
diedo OCCH proximo a  180°  antiperiplanares y synperiplanares
(conformacién 2 o antiperiplanar) (Figuras

474y47.5).

antiperiplanar
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T r, M

Confor- | AE toda T
macion | [kcal] | anti?

1 0.00 si 0°
2 0.83 si 180°

Figura 4.7.5
Caracteristicas
conformacionales
de Vpd.

conformacion 1 conformacion 2

La diferencia de 0.83 kcal en la estabilidad de estas dos
geometrias que solo se diferencian en la conformacién de la
porcion amida, puede explicarse por la menor repulsion estérica
entre los H del -NH; y el H mas cercano de la porcion
hidrocarbonada en la conformacién 1, que la hace mas estable
que la conformacion 2. Aparecen luego otras conformaciones
de energia algo mayor, en las cuales los grupos propilo
adquieren geometrias distintas de la “toda anti”.

La exploracion del espacio conformacional realizada
para cada uno de los derivados N-sustituidos de Vpd, dio lugar
en todos los casos a numerosos minimos muy similares en
energia, y por lo tanto igualmente probables. La razén
fundamental es que se trata de moléculas con un alto grado de
flexibilidad, con al menos 5 enlaces rotables a lo largo de sus
estructuras, cuyas variaciones generan conformaciones
significativamente diferentes entre si. Ademas, también se
encuentran numerosos minimos isoenergéticos debido a
geometrias equivalentes, ya que las moléculas presentan grupos
simétricos. L.a mayor parte de los minimos se asocian a
cambios conformacionales del sustituyente en el N, aunque
también se observaron unas pocas variaciones en la
conformacion de los propilos unidos en posicion 4, en donde
algunos de los diedros toman valores distintos de 180°,
especialmente en el caso de aquellos derivados con
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sustituyentes voluminosos en el N, como el MoVpd y el
ChVpd, donde la repulsion estérica entre los grupos ya
adquiere importancia.

En la tabla 4.7.1 y en la figura 4.7.6 se presentan las
caracteristicas conformacionales que poseen las geometrias de
menor energia de cada una de las estructuras estudiadas,
asociadas a minimos en el espacio conformacional. Debido al
gran numero de minimos encontrados, solamente se presentan
en la tabla 4.7.1 las geometrias cuya energia se encuentra
dentro del rango de 1 kcal por encima del minimo absoluto (AE
< 1kcal).

BUVPD CHVPD

Figura 4.7.6 (continia en la pdgina siguiente)

Conformaciones de minima energia de cada una de las estructuras estudiadas. Estas
conformaciones estdn asociadas a minimos absolutos en la hipersuperficie de energia
potencial segin surge del andlisis conformacional realizado.
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Tabla 4.7.1 Conformaciones de menor
energia (E < 1 kcal) para cada una de
las estructuras estudiadas. Las
conformaciones “toda anti” cuyos
dngulos OCCHy OCNC son iguales, se
diferencian en los dngulos del
sustituyente en N (no mostrados en esta
tabla).

En todos los casos se obtiene el mismo patron de
comportamiento en cuanto a la disposicion del O carbonilico
con respecto al H del C a. Puede observarse en la tabla 4.7.1
que el diedro OCCH siempre toma valores cercanos a 0° o 180°
sin estabilizacion de conformaciones intermedias. El primer
caso define una conformacién synperiplanar del O con respecto
al H (ver figura 4.7.4) a la cual se denominard de aqui en mas
conformacion “syn”, y el segundo caso se asocia a una
conformacion antiperiplanar (ver figura 4.7.4) o “anti”.

En cuanto a la orientacién del grupo sustituyente en el
N, se observa que una conformacién synperiplanar del O con
respecto al primer C del sustituyente (OCNC = 0°) esta siempre

o

Molécula [kACE” lod OCCH OCNC
VPD 000 si 0°
0,83 si 180°

IPVPD 0,00 si 5 P

0,79 s 177° o5

BUVPD 000 s 2° -9°

000 si -1° 8°

008 si 1° -9°

021 s 1° -6°

0.56 s 70 -13°

063 no -9° 10°

080 si  -177° -9°

0.79 s 177° 8°

085 s -164° -11°

CHVPD 000 no 70 D

020 si -1° 1°

0,98  si 180° 1°

MOVPD 000 ho  -160° -3°

037 s 168° 1°

0,37 s -168° 2°

100 no -11° ~5°

CPVPD 000 S 0° 0°

089 s SV o 0°

_w

P

W

T,
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favorecido con respecto a la antiperiplanar (OCNC = 180°)
debido a una menor repulsion estérica en el primer caso. Esta
menor estabilidad de la conformacién antiperiplanar es menos
notoria en el caso de los derivados con sustituyentes menos
voluminosos (IpVpd y BuVpd) en donde la diferencia de
energia con respecto al minimo absoluto es de alrededor de 1,8
kcal, incrementandose esta diferencia para las demas
estructuras con grupos de mayor tamafio.

Relacion entre la flexibilidad molecular y la actividad
biologica de Vpd y sus derivados N-sustituidos.

Podemos relacionar estas caracteristicas
conformacionales de las estructuras con los resultados
biologicos que se comentaron anteriormente, especificamente
con el comportamiento distintivo que muestra MoVpd frente
al ensayo MES con respecto a todos los demas derivados.

Actividad conformacion Tabla 4.7.2
Molécula anti MES de minima E Relacion entre la
capacidad de proteccion
: frente al ensayo MES y
VPD activo syn las caracteristicas de la
IPVPD activo conformacion mds
v syn estable.
BUVPD activo syn
CHVPD activo syn
[> MOVPD inactivo anti
CPVPD activo syn

Los derivados activos poseen conformaciones de
minima energia synperiplanares, mientras que el MoVpd es
antiperiplanar y no es activo (Tabla 4.7.2). Esto nos puede
llevar a pensar en primera instancia que esta disposicion
particular del O, con respecto al Hg es un requisito para la
actividad. Pero como ya se comentd, estas conformaciones de
minima energia no son minimos energéticamente aislados,
sino que por el contrario existen muchas conformaciones de
estabilidades similares. Si analizamos especificamente la
diferencia de energia que existe entre la conformacion syn
mas estable y la anti mas estable en cada caso (AE S/A, tabla
4.7.3), veremos que ésta es siempre del orden de 1 Kcal, o
sea que ambas podrian coexistir en equilibrio.



Tabla 4.7.3
Diferencia de
estabilidades
entre
conformaciones
syny anti para
cada una de las
estructuras.

Figura 4.7.7
Energia
asociada a la
rotacion
alrededor del
diedro
OCCH.

Nuevas Drogas Antiepilépticas

Molécula Actividad conformacion AE S/A
antit MES de minima E [keal]

VPD activo syn 0.83
IPVPD activo syn 0.79
BUVPD activo syn 0.80
CHVPD activo syn 0.98
MOVPD inactivo anti 1.00
CPVPD activo syn 0.89

Pero para poder afirmar que existe un equilibrio entre
ambas conformaciones no basta con demostrar que la
diferencia de estabilidades (AE S/A) es despreciable. Es
necesario demostrar que efectivamente la evolucion desde
una conformacion syn a una anti (0 viceversa) es
energéticamente factible.

o P
AE S2>A
>
0° 180° OCCH

Para analizar la probabilidad de esta evolucién se define el
angulo diedro OCCH como coordenada de reaccion y se
evalua la energia asociada a su variacion entre 0° y 180°
(Figura 4.7.7). En la figura 4.7.7 AE S/A representa la
diferente estabilidad de los conférmeros, mientras que el AE
S->A representa el verdadero costo energético para pasar de
una conformacion a la otra, que generalmente es mayor que
AE S/A.

El andlisis de esta interconversion entre
conformaciones involucra la cuantificacion de las barreras
energéticas asociadas a la rotacion alrededor del enlace
C2Cy4. La representacion grafica de los resultados obtenidos
para cada uno de los derivados se muestra en la figura 4.7.8,
en forma similar a la figura 4.7.7.
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Figura 4.7.8
Energia
asociada a la
rotacion
alrededor del
diedro
OCCH, para
cada una de
las Vpds
estudiadas.

Energla

0

0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Rotaclén OCCH

Segin se observa en la tabla 4.7.4, Vpd, IpVpd,
BuVpd, ChVpd y CpVpd presentan AE S>A menores a 2,4
kcal, por lo tanto pueden rotar libremente alrededor de este
enlace, mientras que MoVpd tiene una barrera mucho mayor
que los demas (16 kcal/mol), que no le permite la rotacion.
De manera que se puede inferir que la causa de la falta de
actividad del derivado MoVpd, es la rigidez conformacional
que presenta en torno al enlace C,C4. Todos los compuestos
activos serian capaces de adoptar la conformacion
necesaria para interaccionar con el receptor en el sitio de
accion, excepto el MoVpd, impedido de rotar y adquirir la
conformacion activa.



Nuevas Drogas Antiepilépticas
. 147

Tabla 4.7.4 . . ..
R:la:ién Molécula Actividad confoppacmn AES/A  AE S>A
entre la antiMES  deminmaE  [kcal] [keal]
actividad
| MES
;’: g Y VPD activo syn 0.83 2.20
bilidad ‘
flexibilida IPVPD  activo syn 0.79 2.33
iy BUVPD  activo sy 080  2.10
CHVPD activo syn 0.98 2.10
MOVPD inactivo anti 1.00 16.00
CPVPD activo syn 0.89 2.30

Inclusion de un analogo rigido.

La flexibilidad de las moléculas activas no permite
conocer la conformaciéon en el momento de la interaccion, ya
que en el caso de andlogos flexibles, ésta estara fuertemente
determinada por las caracteristicas del receptor. Por otro lado,
el hecho de que la conformaciéon antiperiplanar sea la mas
estable en el caso de MoVpd, no significa que ésta sea la que
se genere en la sintesis del derivado. En estas condiciones, no
es posible discernir si la conformacion activa sera
preferentemente syn o anti.

| |
. 0] N\ /N 0]
syn anti

A fin de conocer las caracteristicas de la
conformacién activa, es necesario recurrir al empleo de
andlogos rigidos. Como se describié en la seccidon “Disefio
Racional” del capitulo 1, los analogos rigidos son moléculas
que tienen una conformaciéon bien definida (usualmente
lograda por rigidizacion) y una actividad biolégica conocida.

Segin se concluyd a partir de los resultados
presentados en la seccion 6 (“Resultados de la evaluacion
anticonvulsiva y neurotoxica”), los derivados de Vpd
estudiados manifiestan el mismo perfil farmacolégico, siendo
activas frente al ensayo MES y no frente al ensayo PTZ. Este
comportamiento es tipico del conocido antiepiléptico PHE, lo
cual indica que posiblemente actian mediante el mismo
mecanismo de accion. Analizando la molécula de PHE, se
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observa que tiene porciones rigidizadas por ciclacion. El
anillo hidantoinico restringe las posibles conformaciones a
Unicamente una conformacion antiperiplanar del O con
respecto al N (Figura 4.7.9).

Se elige entonces a la fenitoina como andlogo rigido,

H
N 0 Figura 4.7.9

o:< Fenitoina (PHE),
\ andlogo rigido que
H

s6lo presenta la

O conformacion “anti”.

anti
y por comparacion de las estructuras activas y no activas
mediante técnicas de superposicion molecular, es posible
identificar las porciones estructurales comunes y los
requerimientos conformacionales asociados a la actividad. Si

Figura 4.7.10
Superposicion de PHE
(en violeta) y VPD (en
verde) en
conformacion
antiperiplanar.

se superpone la PHE con la estructura de Vpd y sus
derivados, se observa que la geometria de las amidas capaz
de superponerse en la region del enlace amidico y del enlace
C,C4, es la antiperiplanar y por lo tanto ésta define la
conformaciéon activa de esta seric de derivados (Figura
4.7.10).

De modo que cualquiera sea la conformacion que
resulte de la sintesis de las Vpds, éstas deberdn poder rotar
libremente y adquirir la conformacion antiperiplanar con
poco gasto energético, para lograr ser activas. El morfolin
derivado, por su estructura rigida, estd impedido de rotar y
permanecerd en la conformacion que adquiere por sintesis.
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Se podria pensar que el mecanismo de sintesis que
sigue el MOVPD lo conduce a una conformacion syn,
que luego no puede rotar, debido al impedimento
estérico. Como ya se describio en la Seccion
“Sintesis”, en la reaccion de sintesis del derivado
MOVPD intervienen el haluro del VPA y la
morfolina. Esta reaccion, al ser una reaccién de N-
acilacion, es factible que ocurra por un mecanismo
SN1, en donde el radical acilo se aproxima al
hidrégeno unido al nitrogeno de la morfolina. Esta
interaccién favorece mas la formacion del conférmero
synperiplanar del MOVPD que la del antiperiplanar,
debido a que en el primero es menor la repulsion
estérica entre el grupo voluminoso morfolino y el Hg
(Figura 4.7.3) del resto valproilo en el momento de la
reaccion. Por lo tanto, es muy probable que la
estructura synperiplanar sea la que se genere

De manera que en
base al andlisis de
superposicion molecular de
los distintos conférmeros
de los derivados de Vpd
con el analogo rigido PHE,
se logré inferir que la
estructura de la porcion
amidica se asocia a confor-
maciones  antiperiplanares
capaces de superponerse.
El siguiente paso se
orienta a discernir si la
superposicion puede
incluso extenderse a las

preponderantemente. Hasta el momento, los métodos
fisicoquimicos utilizados (NMR ,”*C, 'H ) no han
brindado datos experimentales que puedan avalar esta
consideracion.

cadenas alquilicas del
resto valproilo.

Ampliacion del conjunto de trabajo.

Con el objeto de ahondar en el conocimiento de los
requisitos necesarios para la actividad de los derivados de
Vpd, se incluyen en el estudio compuestos estructuralmente
distintos a los ya estudiados. Asi como hemos incorporado a
la. PHE como andlogo rigido, por ser uno de los
antiepilépticos mas ampliamente usados y con un mecanismo
de accion extensamente estudiado, resulta util incorporar en
este punto estructuras que sean drogas conocidas y que
muestren el mismo perfil farmacologico que los derivados de
Vpd. De esta manera, aparecen como primeros candidatos
CZ, PB y PRM, por ser los mds potentes antiepilépticos
anti-MES " (ver tabla 4.4.1 en la seccién “Eleccion de los
ensayos biologicos™).

PHE y CZ tienen un espectro farmacologico similar,
en cuanto a que son activas frente al ensayo MES pero no
frente al ensayo de PTZ. PRM y PB son antiepilépticos
ampliamente usados, con acciéon en ambos ensayos. PB es
ademas uno de los principales metabolitos de PRM. También
se incluyen en este nuevo conjunto de trabajo dos potentes
hidantoinas similares a PHE, ETT y MPH, activas frente a
MES y PTZ.

ETH es una droga de uso clinico pero con un espectro
totalmente distinto en los ensayos de evaluacidon
anticonvulsiva: es activa frente al ensayo de PTZ e inactiva
frente al ensayo MES, aunque curiosamente posee una gran
similitud estructural con varios de los compuestos
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mencionados. Por esta razon la utilizamos como andlogo
inactivo, ya que es uti en el momento de obtener
conclusiones sobre los requerimientos minimos para la
actividad frente al ensayo MES.

El estudio se orienta en principio a ver si estas nuevas
estructuras planteadas, efectivamente satisfacen los requisitos
propuestos para la actividad anti-MES, en relacién a los
requerimientos de la porcién amida. Una simple inspeccion
muestra que todas ellas poseen al menos un grupo amida que
puede correlacionarse estructuralmente con el que presentan los
derivados de Vpd (atomos 1, 2 y 3 en la figura 4.7.3).

Por otro lado, el andlisis conformacional de las
estructuras que poseen un ciclo que rigidiza la porcion
carboxamida (PHE, PB, PRM, ETT, MPH, ETH), revela
varias estructuras estables compatibles con esta restriccion y
diferenciables por los &ngulos definidos por los otros
sustituyentes que gozan de gran flexibilidad al poder rotar en
torno a enlaces simples. La imposibilidad de rotacién del
grupo amida se ve reflejada en el estrecho rango de valores
que t,* puede tomar (At), tabla 4.7.5).

En la tabla 4.7.5 y en la figura 4.7.11 se presentan las
conformaciones de minima energia para cada una de las

estructuras.
. Actividad + AE1
Molécula . 1 Tabla 4.7.5
u antt MES At O [kcal] Caracteristicas
conformacionales de las
PHE activo ST /-69° -64° 0.00 geometrias de minima
energia en la porcion del
CZ activo -70°/173°  -1° 2.68 grupo amida. Se detalla el
rango de valores que toma
PB activo  -45°/-87° -79° 035 el dngulo diedro v luego de
) las optimizaciones (4zy),
PRM activo -53°/-94° -88 130 asi como también el valor
en el minimo absoluto
ETT activo  -60°/-65° -64° 0.00 )

MPH activo 57°7-69° 67 0.01
ETH inactivo  -57°/-64° -59° 0.04

* 7,esta definido por los dtomos 1-2-4-5 para todas las estructuras, como
se detalla en la figura 4.7.3.
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Figura 4.7.11
Conformaciones mds
estables de las drogas
incluidas en el estudio.
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PHE fue tomado como anilogo rigido en la
comparacion con las Vpds flexibles, y en este nuevo grupo son
varias las estructuras que podrian cumplir el rol de analogo
rigido. Aunque en estas estructuras T, varia siempre dentro de
un estrecho rango de valores, tomamos el valor que adquiere en
el minimo absoluto de PHE (t;= -64°) para definir las
caracteristicas de esta porcién en la conformacién activa. La
factibilidad de adoptar la conformacion activa se evalua, para
cada uno de los compuestos, mediante el calculo del costo
energético necesario para su conversion a partir de la
conformaciéon mas estable. Este calculo para la rotacion de
Tidesde el valor en el minimo absoluto (t,*) hasta el valor de
la conformacién activa se muestra en la tabla 4.7.5 (AE 1)
para cada uno de los compuestos.

Todos los derivados son capaces de adoptar la
conformacién activa definida por el conjunto de los derivados
de Vpd y PHE. Para una mejor comprension, la orientacion
del grupo amida se define ahora con respecto a una de las
cadenas hidrocarbonadas, como t; = O,;C,C4Cs = -64° (Figura
4.7.3). Este diedro es equivalente a la orientacion
antiperiplanar del O con respecto al H para el conjunto de las
valpramidas (O,C,C4Hg = -180°). Los compuestos rigidizados
en la porcion amida tienen forzada esta conformacion
mientras que CZ puede rotar libremente en torno al enlace
C,C4 (Figura 4.7.3) adquiriendo muchas conformaciones
estables que difieren en ese giro (At;), y pudiendo adoptar
facilmente la conformacion activa definida por las demas
estructuras (AE 1, = 2.68 kcal, tabla 4.7.5).

Con la idea de encontrar los requisitos asociados a los
sustituyentes en posicion 4, el estudio se centra en el resto de
las estructuras. Dos grupos propilo en el caso de las Vpds
contrastan en principio con los restos aromadticos
caracteristicos de las estructuras antiepilépticas clésicas,
aunque también aparecen porciones alifaticas en algunas
drogas tales como PB, PRM y MPH. De la comparacion con
el analogo inactivo ETH surge que evidentemente es
necesario un aporte hidrofébico considerable, ya sea de
origen alifatico o aromatico, en posicion 4. La diferencia
principal entre la estructura inactiva ETH y el resto de las
drogas es su carencia de restos lipofilicos. Por otro lado, la
estructura de la ETT pone en evidencia que es necesaria la
existencia de s6lo uno de los sustituyentes hidrocarbonados
para la actividad.

Asi, el analisis de semejanza descrito, fundamentado
en la superposicidn de estructuras activas y no activas,
conduce a la identificacién de los requisitos estructurales y
conformacionales para la actividad, en cuanto a que es
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necesaria la presencia de un grupo amida orientado en
conformacion anticlinal (angulo diedro de -60°) en relacion
a un resto hidrocarbonado de al menos 3 dtomos de C. La
consideracion de ETH en la comparacion, la cual, siendo
no activa satisface los requisitos conformacionales en la
porcion carboxamida, evidencia la necesidad de un
sustituyente voluminoso en posicion 4.

En relacién a la disposicion en el espacio de los
sustituyentes en el C4, CZ impone un requerimiento
conformacional en relacion a la rotacion de los fenilos. Al
estar rigidizados por ciclacion, los anillos bencénicos
solamente pueden adoptar ciertas posiciones, a diferencia del
resto de las estructuras, en las que tanto los restos alifaticos
como también los fenilos poseen gran flexibilidad alrededor
de los enlaces simples.

El analisis conformacional revela para CZ
conformaciones estables vinculadas a hibridaciones proximas
a sp2 6 sp3 del Na. Siendo sus energias comparables (2,7
kcal), la conformacion en la que el N posee mayor caracter
sp3 es la que mejor superpone con las estructuras con C sp3,
por lo tanto, consideramos esta conformacion como
definitoria de las caracteristicas de la conformacién activa en
la porcién hidrocarbonada.

Si consideramos la rotacion alrededor del enlace
C4Cs, definida como la variacion del diedro 1,*, se observa
en la tabla 4.7.6 que esta variacion esta limitada a solamente
unos pocos valores permitidos en el caso de CZ (A1), no
ocurriendo lo mismo para el resto de los derivados.

Tabla 4.7.6 , AE 1
Caracteristicas Molecula Ato T2 :
conformacionales de [keal]
las geometrias de

minima energia en PHE -1°/-167° -1° 043
la porcion del grupo

amida. Se detalla el i> CZ  _is1°/-152° -152° 0.0
rango de valores

que toma el dngulo PB -1°/-179° -128° 0.94
diedro T, luego de

Ias optimizaciones pRM ’420 / ‘1 720 - 1 620 0 39

(4r,), asi como
también el valor en
el minimo absoluto

().

ETT -1°7-179° -2° 0.47
MPH -63°/129° -168° 0.36
ETH -53°/178° 178° 1.74

* 1, esta definido por los 4tomos 2-4-5-6 para todas las estructuras, como
se detalla en la figura 4.7.3. Debe destacarse que el angulo diedro

T, puede definirse de dos formas equivalentes, ya que pueden considerarse
cualquiera de los dos carbonos adyacentes al C5. Se considera de aqui en
mas el C6 en la definicion de este diedro, de donde surge el valor 1, =-
152°, pero o por ello hay que descartar la otra posibilidad (1, =28°).
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La rotacion alrededor del enlace entre el Cs y uno de
los carbonos sucesivos (Cs), definido por el angulo diedro
13*, estd también restringida por formacién de ciclos no
solamente en CZ, sino también en las demas estructuras de
los antiepilépticos clasicos anti-MES (Tabla 4.7.7).

A * Tabla 4.7.7
Molécula T3 T3 Caracteristicas
conformacionales de
PHE -179°/ 179° 179° las geometrias de
minima energia en
CzZ 177°/178° 178° la porcion del grupo
amida. Se detalla el
PB -177°/178° 180° rango de valores
. . que toma el dngulo
las optimizaciones
ETT -178°/179° 180° (4ty), asi como
o o también el valor en
MPH -178° /178 -179° el minimo absoluto
(ts*).

En la tabla 4.7.8 se reportan, para cada una de las
estructuras estudiadas, los costos energéticos calculados (AE)
necesarios para alcanzar la conformacién activa definida por
los analogos rigidos.

Molécula Actividad AE 1y AE 1> AE

antiMES  ©"  [keall ' [keal] e

VPD activo 118° 220 -61° 1.03 178° 3.23
IPVPD activo 117 233 -61° 097 178° 3.30
BUVPD activo 120° 2.10 -59° 1.02 180° 3.12
CHVPD activo 125° 2.10 -63° 1.03 -179° 313
MOVPD  inactivo 104° 16.00 -72° 1.05 -178°  17.05
CPVPD activo 118° 230 -60° 1.06 179° 3.36

PHE activo -64° 0.00 -1° 0.43 179° 0.43
Cz activo -1° 268  -152° 0.00 178° 2.68
PB activo -79° 0.35 -128° 0.94 180° 1.29

PRM activo -88° 1.30 -162° 039  -178° 1.69

ETT activo -64° 0.00 -2° 0.47 180° 1.47

MPH activo -67° 0.01 -168° 036  -179° 037

ETH inactivo -59° 0.04 178° 1.74 - 1.78

* 15 esta definido por los 4tomos 4-5-6-7 para todas las estructuras, como
se detalla en la figura 4.7.3.
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Tabla 4.7.8 (pdgina anterior)

Actividad anticonvulsiva y caracteristicas conformacionales de cada una de las
estructuras incluidas en la determinacion del farmacoforo para la accion anti-MES.
AEi representa la energia parcial que corresponde a la evolucion de v, desde el valor en
el minimo absoluto (x,*) hasta el valor en el andlogo rigido (v| = -64°, 1, =-152°, 13 =
180°). AE representa la suma AE1 + AE2. t, se mantiene constante para todos los
derivados en valores cercanos a 180° aun en aquéllos que no estdn rigidizados en esa
porcion, por lo cual no fue necesario el cdlculo de las barreras para la rotacion de este

diedro.

Tabla 4.7.9

Densidades locales de

carga sobre los
dtomos del grupo
amida

Se incluyen en la tabla 4.7.8 tanto las drogas clasicas como
las Vpds, para una mejor apreciacion comparativa de las
caracteristicas conformacionales de todo el conjunto de
estructuras anti-MES, MoVpd y ETH.

Los valores de AE calculados evidencian que,
exceptuando el derivado MoVpd, el costo energético
requerido para alcanzar las conformaciones necesarias
para la interaccion con el receptor es bajo, y por lo tanto
todos los derivados pueden adoptar fdacilmente Ila
conformacion activa.

Densidades de carga.

Las densidades locales de carga se analizan con el
objeto de ver si existe un patron comun de distribuciones de
carga a lo largo de toda la serie. En la tabla 4.7.9 se reportan
las cargas obtenidas a partir de potenciales electrostaticos
para las conformaciones activas de cada una de las
estructuras.

Actividad
Molécula anti MES qu (ICQ qN3

VPD activo -0.66 +095 -1.07
IPVPD activo -0.63 +090 -0.87
BUVPD activo -0.59 +0.80 -0.77
CHVPD activo -0.62 +0.87 -0.90
MOVPD inactivo -0.58 +0.61 -0.24
CPVPD activo -0.53 +083 -0.77

PHE activo -0.52 +0.65 -0.67
CZ activo -0.64 +1.06 -1.05
PB activo -0.53 +0.75 -0.81

PRM activo -0.57 +0.69 -0.79

ETT activo -0.49 +0.52 -043

MPH activo -0.48 +045 -033

ETH Inactivo -0.56 +060 -062

=y o
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Su analisis revela que la distribucion de carga en
torno al grupo amida se mantiene constante en todos los
derivados, definiendo densidades de carga positivas sobre el
C carbonilico y negativas sobre el O y el N.

Definicion del farmacéforo para la accion anti-MES.

El procedimiento empleado, basado en un andlisis
de semejanza que considera PHE y CZ como andlogos
rigidos, nos ha permitido definir un grupo farmacdforo
para la actividad anti-MES.

El farmacéforo propuesto (Figura 4.7.12) esta
asociado a:
v' un grupo amida, caracterizado por dos centros
atomicos negativamente cargados unidos a un
centro de densidad positiva, y
v' un resto hidrocarbonado de al menos 3
atomos de C (ver recuadro gris, en pagina
siguiente). La disposicion relativa de los
atomos involucrados esta definida por:
v" un valor de t; cercano a —640,
un valor de 1, de aproximadamente -1 520, y
v"un valor de T3 proximo a 180°.

AN

- /01
).E“

Tt~

Figura 4.7.12 C;‘i R
Esquema del E -
farmacdéforo Cs""*-..“w_

propuesto para la
actividad anti-MES

Teniendo en cuenta que lo que percibe el receptor son
distribuciones de carga que a €l se aproximan, la constancia
de esta distribucién en la porcion amida puede indicar que
ésta es la porcién relevante para el anclaje inicial droga-
receptor, siendo los otros requisitos necesarios para un
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eficiente acople, o vinculados, como en el caso de la longitud
de la cadena, a requerimientos lipofilicos.

Debe destacarse que el resto
hidrocarbonado debe contar con
al menos 3 carbonos, ya que
longitudes de cadena menores
anulan la actividad y, como se
detalld en la seccion 2 (pagina
74), 1a presencia de dos restos
propilo en posicion 4 hacen del
Vpa la estructura 6ptima para la
manifestacién de actividad.

Por lo tanto, hay que resaltar que
posiblemente sea necesaria la
presencia, en posicion 4, de un
aporte hidrofbbico suficiente
como requisito para la aparicion
de accion anticonvulsiva.

Debe resaltarse, como conclusion,
que los requerimientos conformacionales
inicialmente planteados para un grupo de
estructuras limitado a las valpramidas N-
sustituidas, estaban asociados principal-
mente a una orientacion anticlinal de la
funcion amida relativa a las cadenas
hidrocarbonadas. La consideracion de un
conjunto mas amplio de derivados que
incluye antiepilépticos clasicos de amplio
uso en clinica, permite precisar la definicién
del patrén farmacoférico de derivados anti-
MES, que no se contrapone a la definicion
anterior, sino que la contiene y, por tanto, la
valida.
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DISENO DE NUEVOS DERIVADOS
EN BASE AL FARMACOFORO PROPUESTO

Gracias a la identificaciéon del patréon farmacoférico
para la actividad anti-MES, es posible postular nuevas
estructuras potencialmente activas.

Los nuevos compuestos disefiados a partir de este
conocimiento deben cumplir los requisitos estructurales,
electronicos y conformacionales descriptos. Se deben
proponer, por lo tanto, estructuras que posean un grupo amida
o bien otro grupo similar en cuanto a sus caracteristicas
electronicas, es decir, que posea un centro positivo unido a
dos centros de densidad negativa, como por ej. un grupo
carboxilico. Este planteo no significa que no sea necesario el
estudio tedrico para corroborar el cumplimiento de los
requisitos electronicos, previamente a la continuacion de las
etapas del disefio (sintesis y evaluacion bioldgica). Se debe
considerar también, mediante el analisis conformacional, que
los compuestos sean capaces de adoptar, sin un costo
energético excesivo, la conformacion activa antiperiplanar
exigida por el farmacoforo.

Con el objeto de continuar indagando en los
resultados derivados de los cambios en la porcién amidica
polar, se decide mantener constante la porcion restante de la
molécula, es decir las cadenas propilicas. El hecho de que
esta porcion hidrocarbonada es, como ya se coment6 (en la
seccion 2, “Estado de la investigacion en el tema”), la 6ptima
para obtener el mejor margen entre actividad y efectos
colaterales, apoya esta decision.

Si bien los requerimientos del farmaco6foro planteado
se refieren tanto a factores estructurales, conformacionales y
electronicos, no hay que olvidar el hecho de que del conjunto
de compuestos analizados surge un patrén comun, pero que
las caracteristicas de estos factores no son de ninguna manera
excluyentes. Es decir, el haber encontrado caracteristicas
comunes a todos los compuestos, como la presencia de un
grupo amida, no indica
necesariamente que éste sea

. . 4 OO
un requisito indispensable
para la actividad. En tal

sentido, se consideré oportuno

indagar en la posibilidad de un PRVP

cambio en el grupo amida,

planteandose el disefio de un derivado estérico del Vpa. Asi,
surge el planteo del éster propilico (propilvalproato, PrVp).
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Habiéndose ya reportado el comportamiento de varios ésteres
del Vpa, en donde el éster propilico figura como el unico que
presentaba alguna actividad'?, decidimos corroborar si
realmente los ésteres son mas débiles anticonvulsivos que el
Vpa.

Otra caracteristica comun a todos los compuestos
activos es la presencia de un H libre unido al N, capaz de
establecer un puente H en la interaccion con el receptor.
Anteriormente, como se ha visto en la seccion 2, “Estado de
la investigacion en el tema”, se habian planteado los
derivados 75 y 76, doblemente sustituidos en el N,
combinando Vpa con nipecotamida y 4cido nipecdtico
respectivamente. Estos compuestos que carecen de este H al
igual que MoVpd, también resultaron inactivos, aunque los
autores atribuyen este hecho a su comportamiento
farmacocinético®. Con el objeto de averiguar si la falta de este
H aceptor de electrones es un factor causante de la falta de
actividad, como ocurre con MoVpd y los derivados del 4cido
nipecotico, se planted otro derivado doblemente sustituido en
el N: la N,N-dimetilvalpramida (DmVpd). Simultaneamente
surge el planteo de su isdmero monosustituido en el N: la V-
etilvalpramida (EtVpd). Otro punto importante que se debe
considerar es la hidrofobicidad de los derivados a sintetizar,

siendo necesaria una
hidrofobicidad  tal  que
permita la solubilizacién de

o K
~
los compuestos. En el caso
de los derivados de Vpd

DMVPD

zonisamida

estudiados, como ya se ha

ETVPD explicado en la seccion 6 del

presente capitulo, no fue

posible continuar con la evaluacion biologica de la
neurotoxicidad debido a problemas de solubilidad en Ila
preparacion de la solucion a inyectar. Pero ademas, hay que
tener en cuenta que la lipofilia debe ser lo suficientemente

SONH, SO,NH,
0O
O o><
0 © o NH
)VO /\I/\
topiramato SUVPD

elevada como para permitir el pasaje a través de la BHE, ya que
se trata de drogas que deben actuar a nivel del SNC. Por tal
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razon es que nos hemos inclinado por plantear derivados con
cadenas laterales cortas, como EtVpd y DmVpd, con
hidrofobicidad menor que la de los derivados con cadenas
propilica (IpVpd), butilica (BuVpd) y ciclohexilica (ChVpd)
descriptos en la primera etapa de este trabajo.

Por otro lado, la relativamente pobre actividad
encontrada para el derivado CpVpd nos llevd a proponer
cambios en su estructura para ver si se logra mejorar su
actividad. El surgimiento reciente de los nuevos antiepilépticos
con grupos sulfonamida (-SO,NH,) topiramato y zonisamida
nos incito a plantear el derivado 4-
(valproilamido)bencensulfonamida (SuVpd), en donde
reemplazamos el PABA, presente en el CpVpd, por su andlogo
estructural  sulfanilamida. La sulfanilamida impide Ila
incorporacién del PABA durante la biosintesis del acido folico
por inhibicion competitiva con él, y se utiliza como agente
antibacteriano.

' Hadad, S.; Vree, T.B.; van der Kleijn, E.; Bialer, M. Journal of
Pharmaceutical Sciences (1992) 81(10): 1047-50

2 Bialer, M.; Haj-Yehia, A.; Badir, K.; Hadad, S. Pharmacy World &
Science (1994) 16(1): 2-6

3 Bialer, M.; Kadry, B.; Abdul-Hai, A.; Haj-Yehia, A.; Sterling, J.;
Herzig, Y.; Shirvan, M. Biopharmaceutics & Drug Disposition (1996) 17:
565-75




@ 9 ESTUDIO TEORICO, SINTESIS,
Y EVALUACION BIOLOGICA
DE LOS NUEVOS DERIVADOS
Estudio teorico

Se discute, en el presente item, el modelado de los
nuevos compuestos disefiados. En base al resultado de este
estudio, se decide continuar con la sintesis y evaluacion
farmacolégica de las estructuras.

Se emplea para este estudio la misma metodologia
utilizada en el caso de los compuestos anti-MES, descripta en
la seccion 7 del presente capitulo.

La exploracion del espacio conformacional realizada
para cada uno de los nuevos derivados de Vpa, revelé varios
minimos energéticamente similares. Al igual que con los
derivados de Vpd, en todos los casos se obtiene el mismo
patron de comportamiento anti o syn en cuanto a la disposicion
del O carbonilico con respecto al H del C a..

En la tabla 4.9.1 se presentan los valores de t;, T2y 13
(ver figura 4.7.3) correspondientes a las conformaciones mas
estables de cada uno de los derivados.

Molécula conformacion AE 1, AE 1> AE
deminimaE  t;"  [keal] 1 [keal] T (keal]

DMVPD anti -55 0.01 -73 1.06 -177 1.07
ETVPD syn 118 0.65 -75 1.03 -177 1.68
SUVPD syn 120 3.15 -66 1.06 -178 4.21
PRVP anti -60 0.01 -62 1.02 -177 1.03

Tabla 4.9.1 Caracteristicas conformacionales de las geometrias mds estables y costos

energéticos para alcanzar la conformacion activa. AEi representa la energia parcial que
corresponde a la evolucion de T, desde el valor en el minimo absoluto (t,*) hasta el valor
correspondiente a la conformacion activa definida por el farmacdforo. AE representa la

suma AE]1 + AE2. T3 se mantiene para todos los derivados en valores cercanos a 180°,
por lo cual no fue necesario el cdlculo de las barreras para la rotacion de este diedro.

Como puede observarse en la tabla 4.9.1, todos los
derivados muestran valores de AE bajos y por lo tanto
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podrdn adoptar fdacilmente la conformacion definida por el
Jfarmacoforo.

El analisis de las densidades locales de carga sobre los
atomos involucrados en el grupo farmacoforo (tabla 4.9.2)
revel6 también que la distribucion de carga en torno al
grupo amida se mantiene constante en todos los derivados,
definiendo densidades de carga positivas sobre el C
carbonilico y negativas sobre los atomos 1 y 3.

Molécula q Q2 9 Tabla 4.9.2

Densidades de
DMVPD -0.59 +0.80 -0.77 carga obtenidas

a partir de
ETVPD -0.60 +0.76 -0.88 potenciales

electrostdticos
SUVPD -0.53 +080 075

PRVP -0.53 +0.75 -0.60

Asi, en base a los calculos realizados, los nuevos
derivados constituyen drogas potencialmente activas. Se
procede asi a su sintesis y posterior evaluacion
farmacolégica.

Sintesis

Los procedimientos ya descriptos en la seccion 3 del
presente capitulo para la sintesis de los derivados de Vpd, se
aplican para la sintesis de los tres nuevos derivados de Vpd:
DmVpd, EtVpd y SuVpd.

En la preparacion del derivado éster PrVp se recurrio
al uso de una técnica clasica de preparacion de ésteres. Se
hizo reaccionar el Vpa con n-propanol usando Aacido
sulfirico como catalizador, y benceno como solvente. El
agua generada se retuvo en una trampa Dean-Stark. Se
purificé por destilacion a presion reducida 65-66°C/1mmHg.
Se identific6 por NMR 'y, ¢ y analisis elemental. Detalles
adicionales de la sintesis, aislamiento, caracterizaciébn e
identificacién figuran en la referencia °.
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R
Resultados de la evaluacion
de la actividad anticonvulsiva v neurotoxica
En este item se presentan los resultados de los ensayos
farmacologicos a los que fueron sometidos los nuevos
derivados DmVpd, EtVpd, SuVpd y PrVp. Los datos se
presentan en forma similar a la seccion 6 del presente capitulo,
y se siguen como en aquel caso las metodologias descriptas en
el ASP del programa ADD (descripto en la seccion 4).
N,N-dimetilvalpramida (DmVpd).
La DmVpd presenta su mayor
o ,L actividad anticonvulsiva a los 30
~ minutos luego de inyectada ip.,
/\JV\/\ segun surge de la evaluacion de los
porcentajes de proteccion frente al
MES y al ensayo PTZ (Figura 4.9.1).
_____ TPE =
30 minutos
Figura 4.9.1 |
Estimacion del c 80 1 ‘
TPE para Dmvpd, 2 ,‘
empleando el o 60
ensayo MES (en ° |
azul) y el ensayo : 40
PTZ (en amarillo) o g
s~ 20 [
0 !
0 1 2 3 4 5
tiempo [horas]
Tabla 4.9.3 MES dosis tiempo %de N protegidos /
Estimacion [umol/kg] [horas] proteccion N total
del TPE
para 500 0.50 57.1 4/7
Dmvpd en
el ensayo 500 1 0 0/5
L2 500 2 14.3 1/7
500 4 0 0/3

La débil accién manifestada en el ensayo MES a las 2 horas
(Tabla 4.9.3), no debe atribuirse a Vpa hidrolizado, ya que la
curva de proteccion frente al PTZ en funcion del tiempo
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(Figura 4.9.1), muestra que a ese tiempo la actividad es nula a
una dosis mayor (700 umol/kg) (Tabla 4.9.4).

PTZ dOSiS tiempo % de. ] N protegidos / Tabla 4.9.4
[umol/kg] [horas] proteccion N ¢otal Estimacion
del TPE
700 0.5 25 1/4 para
Dmvpd en
700 1 0 0/4 S
700 2 0 0/5 PTZ
700 4 0 0/5

La cuantificacion de la potencia anticonvulsiva frente
al ensayo MES se evalu6 midiendo el porcentaje de proteccion
obtenido a cada una de cinco dosis distintas (Tabla 4.9.5).

dosis tiempo % de N protegidos / Tabla 4.9.5
MES [umol/kg] [horas] proteccion N total Acttv idad
anticonvul-
200 0.5 25 1/4 siva de
Dmvpd en
300 0.5 50 4/8 el ensayo
400 0.5 50 3/6 MES
500 0.5 57.1 4/7
600 0.5 87.5 7/8
100 4 e | Figura 4.9.2
#9 || Actividad de
c 80 | | Dmvpd frente al
2 ensayo MES
@ 60 *
S * *
[-% 40 |
2
® 20 .
0 - . T T - - .
22 23 24 25 26 27 28 29
log dosis

El analisis de estos datos, graficados en la figura 4.9.2,
permite la obtencion de la EDS0 = 347 umol’kg (266-452) y
delaS=1.7(.1-2.7).

A pesar de mostrar una cierta accion frente al ensayo
PTZ a 700 pmolkg, a dosis mayores (1000 pumol/kg),
DmVpd no mostré un aumento en la actividad (Tabla 4.9.6).
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Los efectos neurotdéxicos manifestados en el ensayo
RotoRod son pronunciados (Tabla 4.9.7), pero recién cuando
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