UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Tesis de Doctorado:

BUSQUEDA DE NUEVOS ANTICONVULSIVOS
A PARTIR DE METODOS COMPUTACIONALES

Tesista: Pablo Hernan Palestro
Director: Luciana Gavernet
Co-director: Luis Enrique Bruno-Blanch

2016






A la memoria de mi padre
A mi familia
A FEve

I1I






Agradecimientos

En primer lugar quisiera agradecer a mi directora Dra. Luciana Gavernet, por la
confianza que deposité en mi, por su apoyo y ayuda en este trabajo, pero mas que nada
por ser una excelente persona.

A mi co-director Dr. Luis Enrique Bruno-Blanch, por su constante apoyo, tanto
en el ambito académico como personal.

A la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP y CONICET por brindarme los
medios para llevar a cabo esta tesis.

A los Dres. Pedro Martin y Nicoldas Enrique y la Dra. Verdnica Milesi por su
colaboracién en la realizacion de los ensayos in-vitro

A mis companeros del LIDeB, por todos los momentos de diversion y esparcimiento
dentro y fuera del laboratorio.

A mi familia, especialmente a mi vieja por todo su apoyo y esfuerzo para permitirme
llegar hasta aca.

A mis amigos de la facultad y los de Bragado que, a pesar de la distancia y el tiempo,
siempre estan presentes.

A Eve, mi companera de ruta.






Indice general

Indice general

1. Epilepsia

1.1.
1.2.
1.3.

1.4.
1.5.
1.6.

5

Generalidades. . . . . . . . .. 5
Clasificacion de la epilepsia. . . . . . . .. ... ... 6
Crisis epilépticas. . . . . . . . . . 9
1.3.1. Crisis generalizadas. . . . . . . . ... . ... ... 10
1.3.1.1.  Crisis tonico-clénicas. . . . . . . .. ... .. ... ... 10
1.3.1.2. Crisis de ausencia. . . . . . . . .. .. .. ... .. ... 10
1.3.1.3. Crisis clénicas. . . . . ... ... ... L. 11
1.3.1.4. Crisis tonicas. . . . . . . . . . ... 11
1.3.1.5. Crisis aténicas. . . . . . . . . . . ... ... 11
1.3.1.6. Crisis mioclénicas. . . . . . . . .. .. ... 11

1.3.2. Crisis focales. . . . . . . . .. 12
1.3.3. Crisis de origen desconocido. . . . . . . . . .. ... ... 12
Diagnéstico. . . . . . ..o 12
Tratamiento. . . . . . . . ..o 14
Farmacos antiepilépticos. . . . . . . . . . . . ... 16
1.6.1. Farmacos de primera generacién. . . . . . .. .. . ... ... .. 21
1.6.2. Farmacos de segunda generacion. . . . . . . . .. . ... ... .. 23
1.6.3. Farmacos de tercera generacion. . . . . . . . . .. ... ... ... 24
1.6.4. Mecanismos de accién de los farmacos antiepilépticos. . . . . . . . 28

VII



Indice general

1.6.4.1. Modulacién de canales iénicos dependientes de voltaje. . 29

1.6.4.2. Atenuacién de la neurotransmisién excitatoria mediada

por glutamato. . . . . .. ... ..o 37

1.6.4.3. Activacién de la neurotransmision mediada por el acido
v-aminobutirico (GABA). . . .. ... ..o 40
1.7. Epilepsia y farmacorresistencia. . . . . . . . ... ..o 42
1.7.1. Mecanismos de farmacorresistencia. . . . . . . .. ... ... ... 43
1.7.2. Hipotesis del transportador. . . . . . . . ... ... L. 44
1.7.2.1. Glicoproteina P. . . . . ... ... 46
2. Métodos computacionales para el descubrimiento de farmacos 59
2.1. Introduccion al descubrimiento de farmacos. . . . . . . . . .. ... ... 59
2.2. Métodos computacionales en el descubrimiento de farmacos. . . . . . . . 62
2.2.1. Cribado virtual. . . . . . . . ... 63
2.2.1.1. Cribado virtual basado en ligandos. . . . . . . . ... .. 64
2.2.1.2. Cribado virtual basado en la estructura del receptor. . . 66
2.2.1.3. Validacion del cribado virtual. . . . . . . .. .00 103
3. Modelo para la prediccién de la afinidad de compuestos a P-gp 117
3.1. Modelo tridimensional de la P-gp humana. . . . . . .. .. ... ... .. 117
3.2. Busqueda bibliografica y conjunto de evaluacién. . . . . . . .. ... ... 123
3.3. Docking Molecular. . . . . . .. ... 127

4. Modelo para la prediccién de la afinidad de compuestos a Nav1.2 143
4.1. Modelado de la estructura del canal de sodio voltaje operado 1.2 . . . . . 143

4.1.1. Modelo de la estructura tridimensional de Nav1.2 en estado cerrado.146

4.1.2. Modelo tridimensional del poro de Nav1.2 en estado abierto. . . . 152
4.2. Busqueda bibliografica y conjunto de evaluacién. . . . . . . ... .. ... 156
4.3. Docking molecular. . . . . . .. ... 157

VIII



Indice general

5. Busqueda, seleccién y evaluacién de compuestos antiepilépticos. 165
5.1. Analisis de compuestos de sintesis. . . . . . . .. ... ... ... 166
5.2. Cribado virtual en bases de datos de farmacos. . . . . . . . .. ... ... 167
5.3. Ensayos biolégicos in-vitro. . . . . . ... 173

5.3.1. Condiciones experimentales de los ensayos in-vitro. . . . . . . .. 175

5.3.2. Resultados de los ensayos in-vitro. . . . . . . ... ... ... ... 177

5.4. Ensayos biolégicos in-vivo. . . . .. ... o 179
5.4.1. Condiciones experimentales de los ensayos in-vivo. . . . . . . . .. 180

5.4.1.1. Resultados de los ensayos in-vivo. . . . . . . .. ... .. 183

6. Analisis de resultados y conclusiones. 189

IX






Objetivos

Objetivos

El presente trabajo se encuentra enmarcado en la linea de investigacion del Labo-
ratorio de Investigacién y Desarrollo de Bioactivos (LIDeB), dirigida hacia la bisque-

da/diseno, sintesis y evaluaciéon de compuestos con actividad antiepiléptica.

La epilepsia es uno de los desoérdenes neurolégicos crénicos de mayor prevalencia en
el mundo. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, afecta a alrededor de
50 millones de personas, presentando una mayor incidencia en paises en vias de desa-
rrollo. Hasta el momento la epilepsia no se cura, y el tratamiento apunta a controlar
las manifestaciones sintomaticas del desorden epiléptico, que consisten cominmente en

convulsiones.

La farmacoterapia constituye la primera eleccion para el tratamiento de la epilepsia
y resulta exitosa en el 70 % de los pacientes (pero no libre de los efectos secundarios
presentes en este tipo de medicamentos). Por otra parte, el 30 % de los casos restantes no
logra controlar los sintomas con farmacos y debe recurrirse a otras alternativas terapéuti-
cas, como por ejemplo los tratamientos quirtrgicos, asumiendo el riesgo que implica una

cirugia en el cerebro. Este tipo de epilepsia se denomina farmacorresistente o refractaria.

La problematica resumida anteriormente justifica la constante bisqueda de nuevos
anticonvulsivos con mayor potencia, selectividad y menor toxicidad. Particularmente, la
resistencia a los farmacos antiepilépticos actuales representa una de las mayores preocu-
paciones de los especialistas en el area; por lo que el descubrimiento de nuevas estrategias
terapéuticas constituye uno de los principales objetivos a alcanzar en el campo de an-

ticonvulsivos. En esta direccion, la identificacién de los fenémenos involucrados en la
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farmacorresistencia, asi como un mayor entendimiento de los mecanismos de accién de

los farmacos, resulta importante para el diseno racional de nuevos compuestos.

Se conoce que la resistencia a antiepilépticos es un fenémeno multifactorial y se han
elaborado diferentes hipétesis que explican casos particulares de epilepsia farmacorresis-
tente. Entre ellas se ha logrado identificar a la proteina de transporte glicoproteina P
como responsable del eflujo de ciertos anticonvulsivos, impidiendo su llegada al sitio de
acciéon. Adicionalmente, numerosos estudios han demostrado una importante asociacién
entre la epilepsia refractaria y la sobreexpresion de esta proteina en la barrera hema-
toencefdlica, en tejidos epileptogénicos y en astrocitos. Por lo tanto, resulta interesante
considerar a este “antitarget” de anticonvulsivos en las primeras etapas de diseno racio-
nal. Farmacos con alta afinidad a esta proteina serdn excretados facilmente, limitandose

su concentracién (y por lo tanto su accién) en el sistema nervioso central.

En relacién a los mecanismos de accién de los farmacos antiepilépticos, en lineas
generales, la accion de estas drogas genera un efecto conjunto que involucra mas de un
mecanismo, para finalmente modular la neurotransmisién excitatoria e inhibitoria. Entre
los blancos moleculares més estudiados se encuentran los canales de sodio operados por

voltaje, los cuales seran estudiados y utilizados en esta tesis.

Se plantea entonces como objetivo general de esta investigacion, el descubrimiento de
farmacos anticonvulsivos tendientes a satisfacer la demanda de los pacientes refractarios
a la farmacoterapia actual. Para esto se hizo uso de estrategias de diseno racional, utili-
zando como herramienta el modelado molecular asistido por computadora. En particular
se emplearon técnicas de modelado de macromoléculas y de cribado virtual secuencial

mediante docking molecular.

Se llevaron a cabo los siguientes objetivos especificos:

1. Desarrollo y validacion de un modelo computacional de farmacorresistencia basado
en las interacciones ligando—receptor frente a la glicoproteina P. Como se enun-

ci6 anteriormente, este antitarget es responsable de uno de los mecanismos de
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farmacorresistencia asociados a los antiepilépticos. Al momento no se encuentra
disponible la estructura de glicoproteina P humana, por lo que se construyeron
modelos tridimensionales de esta macromolécula. Posteriormente se seleccioné el
mejor programa de docking (y sus condiciones) capaz de discriminar sustratos y no

sustratos conocidos de la glicoproteina.

2. Desarrollo y validacion de un modelo computacional capaz de identificar compuestos
activos frente al canal de sodio dependiente de voltaje Navl.2 humano mediante la
metodologia de docking molecular. En forma similar a lo realizado para glicoproteina
P, debieron construirse modelos tridimensionales del canal de sodio humano por
no estar disponibles las estructuras experimentales. También se selecciono6 el mejor

programa de docking para discriminar entre bloqueantes y no bloqueantes del canal.

3. Busqueda y seleccion de posibles candidatos con actividad antiepiléptica en bases de
datos de compuestos organicos y su posterior evaluacion biologica. Con la estruc-
tura de las macromoléculas construidas y determinadas las condiciones 6ptimas de
la simulacion por docking, se realizé un cribado secuencial sobre bases de datos.
Inicialmente se buscaron compuestos que se predicen con alta afinidad al canal de
sodio de acuerdo al docking molecular. Aquellas estructuras que superaron este fil-
tro fueron sometidas a una segunda campana de cribado para descartar compuestos
que se predicen sustratos de la glicoproteina P. Finalmente los candidatos fueron
evaluados mediante ensayos in-vitro y métodos in-vivo, orientados a determinar la

capacidad de los modelos de seleccionar nuevos compuestos activos.

La presente tesis contiene seis capitulos. En el primero se tratan aspectos generales de
la epilepsia. El capitulo siguiente aborda el desarrollo de farmacos por métodos compu-
tacionales y los aspectos mas sobresalientes de este tipo de herramientas, empleadas en
esta tesis. Los capitulos 3 y 4 muestran la obtencién y los resultados de los modelos
obtenidos para glicoproteina P y canal de sodio, respectivamente. En el capitulo 5 se re-

portan los resultados obtenidos del cribado virtual secuencial, la seleccion de candidatos
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y la evaluacién bioldgica. Finalmente en el iltimo capitulo se enuncian las conclusiones

finales y perspectivas del trabajo realizado.




Capitulo 1

Epilepsia

1.1. Generalidades.

La epilepsia es un desorden neuronal caracterizado por una predisposicién crénica
a sufrir crisis epilépticas y por las consecuencias neurolégicas, cognitivas, fisiologicas
y sociales de esta condicién [1]. Una crisis epiléptica es una manifestacién clinica que
resulta de un episodio de actividad neuronal anormal en el cerebro [2]. Se caracteriza por
sintomas transitorios como, perdida de la conciencia, alteraciones motoras y sensoriales,
cambios de humor, entre otras alteraciones. Pueden presentarse como breves periodos de

pérdida de la atencién hasta convulsiones prolongadas e intensas [3].

Por definicién, para enmarcar un caso clinico como epilepsia se requiere alguna de
las siguientes condiciones: 1) Al menos dos crisis epilépticas no provocadas, separadas
por un periodo de tiempo mayor a 24 horas; 2) Una crisis epiléptica no provocada y un
riesgo de presentar nuevas crisis similar al producido tras dos crisis no provocadas (esto
es, al menos, un 60 % de probabilidad de recurrencia en los préximos 10 anos); 3) El

diagndstico de un sindrome epiléptico [4].

Por otra parte, se considera la epilepsia como resuelta en individuos que presentan un
sindrome epiléptico con aparicién dependiente de la edad y que han superado ya esa edad

de susceptibilidad; o aquellos que han permanecido sin crisis durante al menos 10 anos
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y sin farmacos anticonvulsivos en los tltimos 5 anos. Sin embargo, esta consideraciéon no
es equivalente al concepto convencional de “curaciéon” [4]. Esto implica que, si bien la
persona no presenta las manifestaciones de la enfermedad durante un largo periodo de

tiempo, no hay garantias que estas manifestaciones no vuelvan a aparecer.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que alrededor de 50 mi-
llones de personas en el mundo presentan epilepsia. Por lo cual, es considerada una de las
enfermedades neurolégicas crénicas mas comunes [3]. En paises desarrollados, se estima
que la incidencia anual de epilepsia es de 50 casos por cada 100.000 personas, mientras
que la prevalencia es de aproximadamente 700 pacientes por cada 100.000 habitantes [5].
En paises en vias de desarrollo se estima que estos indicadores son generalmente mas altos
[3]. Esta patologia se presenta a cualquier edad, pero con mayor frecuencia en pacientes

jovenes, en neonatos y también en adultos mayores (alrededor de los 75 anos de edad)
[2].

En nuestro pais, el ultimo estudio de la prevalencia de la enfermedad data de los anos
1991-1993, realizado por Melcon y colaboradores [6]. En este estudio se comunicé que
hay una prevalencia de 6,2 personas con epilepsia cada 1000 habitantes, de los cuales 3,8

de cada 1000 pacientes han sufrido al menos una crisis en los tltimos dos anos.

1.2. Clasificacion de la epilepsia.

En el ano 2010 la Liga Internacional contra la epilepsia (ILAE, por sus siglas en in-
gles) propuso cambios en la nomenclatura y clasificacion de las crisis y tipos de epilepsia.
Anteriormente, la clasificacién se basaba en dos criterios fundamentales: el topografico
y el etioldgico (o causal). En el primer caso, las epilepsias se dividian en tres tipos: par-
ciales/focales, generalizadas y de localizacién desconocida. Segin las causas, cada uno
de estos grupos se subclasificaba como epilepsias idiopaticas, sintomaticas o criptogéni-
cas. En la nueva clasificacion se suprimié la divisién de base topografica y los grupos

vinculados a las causas fueron reemplazados por categorias denominadas genéticas, es-
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tructurales/metabdlicas y de causas desconocidas [7].

La clasificacion genética es utilizada para epilepsias que son el resultado directo de
un defecto genético conocido o presumible, en el cual la crisis es el sintoma central del
desorden. El conocimiento de la contribucion genética puede derivar de estudios molecu-
lares genéticos especificos que se encuentran estandarizados, o puede provenir de estudios
familiares correctamente diseniados [7]. Esta clasificacién no excluye la posibilidad de que

factores ambientales puedan contribuir a la enfermedad [7].

La epilepsia estructural o metabdlica se desarrolla como resultado de una alteracién
estructural o metabdlica determinada, o por una enfermedad que se ha demostrado que se
asocia con un aumento del riesgo de desencadenar epilepsia. Las alteraciones estructurales
incluyen accidentes cerebro-vasculares, lesiones fisicas, infecciones, etc. Estas, pueden ser
de origen genético tales como la esclerosis tuberular o malformaciones corticales en las

que se presenta un desorden independiente de la epilepsia.

Por tltimo, se clasifican como de causa desconocida aquellas epilepsias cuyo origen
aun no ha podido establecerse. Podrian deberse a un trastorno genético o ser consecuencia

de un desorden todavia no reconocido [7].

En forma independiente a las consideraciones etioldgicas, la ILAE establecié una
nueva clasificacién para las epilepsias segtin el grado de especificidad sindrémica [7].
De esta manera se establece a los “sindromes electroclinicos” como el grupo de mayor
especificidad, seguido de las “constelaciones”, las de “causa estructural/metabdlica” y
finalmente las de “causa desconocida”. En la tabla 1.1 se resume esta nueva clasificacion

y se enumeran los sindromes caracteristicos de cada grupo.

Los sindromes electroclinicos son aquellos que presentan una serie de hallazgos clini-
cos, signos y sintomas que, en su conjunto, definen una alteracién clinica especifica y
reconocible. Estos sindromes se encuentran definidos por los tipos de crisis, asi como su
severidad, la edad de presentacién, la frecuencia, la respuesta a factores desencadenantes,

la presencia o ausencia de otros sintomas acompanantes y la evolucién de la enfermedad,
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entre otros [7].

Por su parte las constelaciones epilépticas consisten en epilepsias que no se consideran
como sindromes electroclinicos en un sentido estricto, pero que presentan caracteristicas
clinicas distintivas basandose en lesiones especificas u otras causas. Podrian tener im-
plicaciones en el tratamiento, sobre todo quirturgico. En esta clasificacion se incluye la
epilepsia del 16bulo temporal mesial (con esclerosis de hipocampo), el hamartoma hipo-
talamico con crisis gelasticas, la epilepsia con hemiconvulsién y hemiplejia y el sindrome

de Rasmussen [7].

Finalmente, las epilepsias de causa estructural/metabdlica carecen de un patrén elec-
troclinico caracteristico, y las epilepsias de causa desconocida pertenecen al grupo de
menor especificidad sindréomica. Dentro de esta iltima clase se incluyen aquellas epilep-

sias que en el pasado se consideraban “criptogénicas”.

] Sindromes electroclinicos y otras epilepsias:

Sindromes electroclinicos (segun la edad de comienzo):
1. Periodo neonatal:
e Epilepsia neonatal familiar benigna
e FEncefalopatia mioclénica precoz
e Sindrome de Ohtahara
2. Lactancia:
e Sindrome de West
e Sindrome de Dravet
Epilepsia mioclénica infantil/lactante
Epilepsia infantil/del lactante benigna
Encefalopatia mioclénica asociada a enfermedad no progresiva
e Epilepsia del lactante con crisis focales migratorias
3. Infancia:
e Epilepsia con crisis mioclénicas-aténicas/astaticas o sindrome de Doose
e Epilepsia con crisis febriles plus
e Sindrome de Panayiotopoulos o epilepsia occipital benigna de la infancia de inicio
precoz
e Epilepsia benigna de la infancia roldndica o con puntas centrotemporales
Epilepsia occipital benigna de la infancia de inicio tardio o tipo Gastaut
Epilepsia frontal nocturna autosémica dominante
Epilepsia con ausencias de la infancia
Epilepsia con ausencias mioclénicas
Sindrome de Lennox-Gastaut

’ Continua en la pagina siguiente
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’ Sindromes electroclinicos y otras epilepsias: ‘

e Sindrome Landau-Kleffner

e Encefalopatia epiléptica con punta-onda continua durante el sueno
4. Adolescencia/adultez:
Epilepsia con ausencias juvenil
Epilepsia mioclénica juvenil o sindrome de Janz
Epilepsia con crisis generalizadas ténico-clénicas
Epilepsia temporal autosémica dominante con sintomas auditivos
Otras epilepsias temporales familiares
Epilepsias miocléonicas progresivas
5. Menos relacionadas con la edad:

e Epilepsia focal familiar con focos variables

e Epilepsias reflejas
Constelaciones:

e Sindrome de Rasmussen

e Epilepsia temporal mesial con esclerosis del hipocampo

e C(risis gelasticas con hamartoma hipotalamico
Causas estructurales/metabdlicas:

e Malformaciones del desarrollo cortical

e Sindromes neurocutaneos

e Tumores

e Infecciones

e Traumatismos

Causas desconocidas (crisis epilépticas no diagnosticadas como epilepsias):
e Convulsiones neonatales benignas
e Convulsiones febriles
Tabla 1.1: Sindromes electroclinicos y otras epilepsias (clasificacién segin la ILAE) [7].

1.3. Cirisis epilépticas.

Las crisis epilépticas son la manifestacion clinica de la epilepsia y pueden clasificarse
en dos grandes grupos segun su origen: Las crisis generalizadas y las focales (anteriormen-
te también denominadas parciales). Las primeras son originadas en algiin punto dentro
de la red neuronal distribuida bilateralmente y presentan una activacién rapida. Esta
red bilateral puede incluir estructuras corticales y subcorticales, pero no necesariamente
incluye la corteza entera. En el caso de las segundas, estas se originan en una red limi-

tada a uno de los hemisferios cerebrales. Las crisis focales también pueden originarse en
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estructuras subcorticales [7]. A continuacion se describirdn brevemente estos dos tipos de

Crisis.

1.3.1. Cirisis generalizadas.

Las crisis generalizadas pueden ser clasificadas como ténico-clonicas, crisis de ausen-
cia, clonicas, ténicas, atonicas, o mioclénicas. A su vez las crisis de ausencia pueden ser
divididas en tipicas, atipicas y ausencias con caracteristicas especiales (crisis de ausencia
mioclénica o mioclonia palpebral). En el caso de las miocldnicas estas pueden dividirse

en miocldnicas, mioclénicas-atonicas o mioclénicas-tonicas [8].

1.3.1.1. Crisis tonico-clonicas.

Consisten en una serie de respuestas motoras, incluyendo una extension ténica de las
extremidades, con una duracién de entre 2040 segundos, seguido de una fase clénica
o movimientos espasmaddicos ritmicos de las extremidades por 30 a 50 segundos. Du-
rante la crisis los pacientes pierden la conciencia, pudiendo permanecer inconscientes
durante un periodo de tiempo posterior a la finalizaciéon de los movimientos espasmodi-
cos. Comunmente durante la fase tonica puede presentarse un cese momentaneo en la

respiracion e incontinencia [9].

1.3.1.2. Crisis de ausencia.

Las crisis tipicas de ausencia consisten en la pérdida momentanea de la consciencia
con una duracién generalmente menor a 15 segundos, a menudo indetectables. El grado

de pérdida de la consciencia varfa y es més pronunciado al inicio de la crisis [9, 10].

En el caso de las crisis de ausencia atipicas, el inicio no es tan marcado como en las
tipicas y suelen ser més prolongadas (mayor a 10 segundos), pero el grado de pérdida de

consciencia suele ser menor. Pueden asociar componentes aténicos, tonicos y automatis-

10
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mos [10].

En la crisis de ausencia miocléonica se produce una disminucion de la consciencia
asociada a mioclonias ritmicas de los hombros, brazos y piernas con contraccion tonica
predominante en hombros. Las mioclonias mas frecuentes son las periorales, mientras que

las palpebrales son mas raras [11].

1.3.1.3. Crisis clonicas.

Es una contracciéon muscular repetitiva, regular y que afecta al mismo grupo muscular,

prolongada en el tiempo. Puede afectar la consciencia [12].

1.3.1.4. Crisis tonicas.

Se produce por un aumento sostenido en la contracciéon muscular de segundos de

duracién, aunque ocasionalmente puede prolongarse unos minutos [12].

1.3.1.5. Crisis atonicas.

Se caracterizan por una reduccion repentina del tono postural que ocasiona una pérdi-
da de la postura. Se producen como consecuencia de una disminucion brusca del tono
muscular en musculos flexores del cuello, tronco y extremidades, sin aparente evento

previo mioclénico o ténico [13].

1.3.1.6. Crisis miocldnicas.

Se debe a descargas corticales que producen contracciones involuntarias, Unicas o
multiples, repentinas, breves, predominantemente en brazos, pero también en otras ex-
tremidades. Los movimientos generalmente son bilaterales pero también pueden obser-

varse movimientos predominantes en un lado respecto del otro. Tienden a ocurrir en la

11
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manana, habitualmente al despertar [9].

1.3.2. Crisis focales.

No se recomienda una clasificacién especifica para este tipo de crisis. Estas se describen
segun las caracteristicas de su semiologia. Por ejemplo, si involucra o no perdida de la
consciencia, si presenta o no componentes motores o autonomicos, etc. Esta descripcién

puede encontrarse en el glosario desarrollado por Blume y colaboradores [13].

1.3.3. Cirisis de origen desconocido.

Los espasmos epilépticos son contracciones tonicas en flexién, extensién o mixtas,
bilaterales breves y bruscas que afectan a la musculatura troncal y proximal que es
usualmente mas sostenida que un movimiento mioclénico pero no tanto como una crisis
tonica. La duracién es de aproximadamente 1 segundo. Suele acompanarse después de
una fase de falta de respuesta de 1-2 minutos que puede ser toda la sintomatologia
objetivable por el observador. Es muy habitual la presentacién en clusters. Debido a que
con los conocimientos actuales no se puede tomar una decisiéon acerca de si se trata de
crisis generalizadas o focales, deben incluirse en el grupo de crisis de origen desconocido

7).

1.4. Diagnéstico.

El diagnoéstico de la epilepsia es una tarea compleja, no solo por la importancia de en-
contrar las posibles causas de las crisis y asi poder proveer el tratamiento apropiado, sino
ademas porque otros desérdenes pueden causar sintomas parecidos a una crisis epiléptica

generando confusion.

Debe realizarse una historia clinica detallada indicando antecedentes familiares y per-
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sonales del paciente asi como una examinacién neurologica completa para determinar la

etiologia de la crisis, el tipo y la localizacién del foco epiléptico [14].

Durante el diagnéstico pueden incluirse estudios de laboratorio como analisis de san-
gre, orina y liquido cefalorraquideo, estudios toxicoldgicos para descartar posibles causas

metabdlicas, toxicas, infecciosas o inflamatorias y estudios genéticos e inmunolégicos [14].

Varias herramientas de diagnostico son utilizadas para identificar y clasificar el tipo de
crisis y la etiologia, incluyendo el electroencefalograma (EEG), la resonancia magnética
(RM), la tomografia computada de emisién de positrones (TEP), la tomografia compu-
tada por emisién de fotén tinico (SPECT), el magneto encefalograma (MEG) y estudios

neuropsiquiatricos.

La prueba diagndstica inicial més utilizada es el monitoreo por electroencefalograma
(EEG), donde se registran las ondas cerebrales. Estas son detectadas por los electrodos
colocados en el cuero cabelludo (EGG no invasivo) o a nivel cerebral profundo (EGG
invasivo). La crisis puede ser confirmada solo cuando se produce durante el EEG, lo que
dificulta el diagndstico. Sin embargo, la presencia de descargas epileptiformes interictales
(DEI) es un marcador electrofisiolégico de epilepsia. Rara vez el EEG de un individuo
sano muestra este tipo de descargas, mientras que los registros realizados a pacientes en
el transcurso de las primeras 24 horas después de una crisis aumentan la probabilidad de

detectar DEI [2].

Por otra parte, los estudios de neuroimagen proporcionan informacion de las posibles
anomalias estructurales y funcionales relacionadas con el foco epileptogénico y, también,
de la posible etiologia. Entre ellos se destaca la tomografia computada (TC) y la resonan-
cia magnética (RM). Estas herramientas muestran la estructura del cerebro y sirven para
identificar lesiones en forma no invasiva. La tomografia por emisién de positrones (TEP)
y la resonancia magnética funcional (RM funcional) monitorean la actividad cerebral
y pueden detectar irregularidades en su funcionamiento. Particularmente, la tomografia
computada por emisiéon de fotén tnico (SPECT) se utiliza para ubicar el foco epilep-

togénico. Esta prueba mide el flujo sanguineo cerebral a través de agentes especificos que
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indican cémo se distribuye la sangre en el cerebro. Se comparan diferencias regionales en

el flujo de sangre durante la crisis (SPECT ictal) y entre las crisis (SPECT interictal)

2].

1.5. Tratamiento.

El tratamiento principal en la epilepsia es farmacolégico. Los medicamentos existentes
al momento no curan la epilepsia, pero evitan o reducen las crisis. Aproximadamente un
70-80 % de los pacientes logran entrar en remisiéon con los tratamientos actuales. Sin
embargo, estos fallan en el control de las crisis del 20-30 % restante [15]. El tratamiento
es empirico y a menudo basado en prueba y error, dependiendo de diversos factores como
la frecuencia y severidad de las crisis, la edad de la persona y su historia clinica. Ademas,
la dosis debe ajustarse en forma repetida teniendo en cuenta la respuesta del paciente
y la aparicién de efectos adversos. A lo largo del tiempo una gran variedad de farmacos

han sido aprobados para el tratamiento de la epilepsia [15].

Cuando los medicamentos no pueden controlar adecuadamente las crisis se evalua la
posibilidad de realizar una cirugia. En este caso el paciente debe someterse a una eva-
luacion prequirtdrgica, donde se determinara si es beneficioso o no este tipo de opcion
terapéutica. La cirugia tiene como finalidad la eliminacién o disminucion de las crisis
epilépticas mediante la reseccién de la zona epileptogena, sin producir déficits al pa-
ciente (cirugia resectiva). En el caso de que no sea posible una cirugfa resectiva, puede
recurrirse a procedimientos de desconexion, donde se realizan cortes en las terminales
nerviosas para evitar la extensién de los impulsos convulsivos (transeccién subpial multi-
ple y callostomia). Aun cuando la cirugia detenga por completo las crisis epilépticas, es
recomendable que se sigan administrando medicamentos durante un cierto periodo, para

darle tiempo al cerebro de readaptarse [8].

La neuroestimulacion es el tratamiento utilizado en pacientes farmaco resistentes que

no son buenos candidatos para cirugia resectiva. Particularmente la estimulacién vagal es
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la metodologia mas empleada. En ella se envia al cerebro impulsos pequenos y regulares
de energia eléctrica a través de las fibras aferentes del nervio vago en la zona cervical,
mediante un dispositivo implantado quirirgicamente [16]. Una alternativa reciente es la
estimulacion vagal transdérmica, consistente en la estimulaciéon transcutanea de la rama
auricular de este nervio, usando un dispositivo externo ubicado en el pabellén del oido
[16]. Otra opcién es la estimulacién cerebral profunda, que utiliza electrodos intracra-
neales para estimular el niicleo anterior del tédlamo [17]. Se piensa que esta regién puede
actuar amplificando y sincronizando las descargas convulsivas provenientes del hipocam-
po v del tadlamo central y posterior. Por lo tanto, la inhibicién del talamo mediante la
estimulacién eléctrica puede prevenir las crisis epilépticas [16]. Finalmente, la neuroes-
timulacion responsiva consiste en la prevencién de las crisis mediante un generador de
pulsos, un software detector de convulsiones y electrodos intracraneales. Los electrodos
se colocan en posiciones cercanas al foco epiléptico definido antes de la implantacién. A
diferencia de los otros métodos de estimulacién, que envian estimulos pre programados
para prevenir las crisis, la neuroestimulacion responsiva funciona mediante la deteccion

de la convulsién y su inhibicién mediante un estimulo eléctrico [16].

A partir de estudios doble ciego, se ha demostrado que un 35% de los pacientes
tratados mediante estimulacién vagal han logrado reducir al menos un 50 % la frecuencia
de las crisis epilépticas. Este tratamiento es bien tolerado, presentando una baja tasa de
efectos adversos graves (por ejemplo, pardlisis de las cuerdas vocales o infeccién de la zona
de implantacion del dispositivo) [16]. En el caso de la estimulacién cerebral profunda, el
tratamiento demostré un 38,8 % de reduccién de las crisis, mientras que el grupo control
presentd un 22,8 %. Entre los efectos adversos mas importantes se encuentran la depresién
(14,8 %), alteraciones de la memoria (13 %), hemorragia (4,5%) e infecciones (12,7 %)
[16]. Finalmente, la neuroestimulacion responsiva demostré una reduccion de las crisis en

un 37,9 % frente a un 17,3 % del grupo control [16].

A pesar de los avances en el tratamiento de la epilepsia mencionados anteriormente,

todavia una gran cantidad de pacientes permanecen con crisis no controladas. Si el pa-
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ciente no es candidato al tratamiento farmacolégico, quirtirgico o de neuroestimulacién,
deben considerarse terapias alternativas. Entre ellas se encuentra la dieta cetogénica, que
consiste en una alimentacién rica en grasas y baja en carbohidratos y proteinas. Se ha
demostrado que este tipo de régimen alimenticio controla o disminuye la frecuencia de
las crisis epilépticas en nifios [18]. Sin embargo, no se conoce al momento el mecanismo
de inhibicion de las crisis de esta terapia. Se ha postulado que favorece la sintesis de
glutamato (precursor del neurotransmisor inhibitorio &cido y-aminobutirico, GABA) y
también de cuerpos ceténicos, similares al GABA, que podrian tener una accion directa
anticonvulsiva [19, 20]. Adicionalmente, la inhibicién de los canales iénicos o la estabili-
zacion de la membrana neuronal mediante una alteracion del pH son otros de los posibles

mecanismos implicados [19].

Por otra parte, la alimentaciéon prolongada con tan alto contenido graso propicia
efectos secundarios relacionados con el retardo en el crecimiento y la acumulacion de

acido urico en la sangre, lo que puede causar célculos renales [21].

1.6. Farmacos antiepilépticos.

Historicamente, los farmacos antiepilépticos pueden ser clasificados en tres genera-
ciones. La primera generacion comprende aquellos comercializados entre 1857 y 1958 e
incluye al bromuro de potasio, el fenobarbital y moléculas derivadas de los barbitiricos,
como la fenitoina, la primidona, la trimetadiona y la etosuximida. La segunda generacion
incluye farmacos como la carbamazepina, el valproato y las benzodiacepinas, introduci-
dos entre 1960 y 1975, quimicamente diferentes a los barbitiiricos. La tercera generacién
agrupa a farmacos comercializados a partir de 1980, entre los que se incluyen los pri-
meros farmacos descubiertos de forma racional, como la progabida, la gabapentina, la
vigabatrina y la tiagabina [22]. En la tabla 1.2 se enumeran los farmacos utilizados y
sus caracteristicas principales [15]. A continuacién se enumeraran en mayor detalle los

farmacos descubiertos en cada generacion.
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Farmaco Aflo  Mecanismo de Indicaciones Usos principa- Limitaciones
accién aprobadas les
Farmacos de primera generacién
Bromuro de 1857 Potenciacién Crisis convul- Amplio uso Efecto sedante
Potasio inhibitoria sivas  ténico- en convulsio-
GABA clénicas, nes focales y
mioclénicas generalizadas
Fenobarbital 1912 Potenciacién  Crisis convulsi- Amplio uso Inductor en-
inhibitoria vas generaliza- en convulsio- zimatico,
GABA das y focales, nes focales y reacciones de
sedante, tras- generalizadas hipersensibili-
tornos de la an- dad dérmicas,
siedad y del sedacion,
sueno hipnosis
Fenitoina 1938 Bloqueante de Crisis convulsi- Uso de primera Inductor  en-
canales de So- vas generaliza- linea zimatico,
dio das y focales reacciones de
hipersensibili-
dad dérmicas.
Farmacocinéti-
ca no lineal.
No  utilizado
en mioclonias
o crisis de
ausencia
Trimetadio- 1946 Bloqueante Crisis de au- Uso poco habi- Teratogénico
na de canales de sencia tual en crisis de
Calcio tipo T ausencia
Primidona 1954 Potenciacién Crisis convulsi- Amplio uso Inductor en-
inhibitoria vas generaliza- en convulsio- zimatico,
GABA das y focales nes focales y reacciones de
generalizadas hipersensibili-
dad dérmicas,
sedacion,
hipnosis
Etosuximida 1958 Bloqueante Crisis de au- Uso de primera Somnolencia,
de canales de sencia linea pérdida de
Calcio tipo T apetito, nau-
seas, vOmitos,
hipo,  depre-
sién, psicosis,
insomnio,

anemia aplasi-
ca rara

Farmacos de segunda generacién

Continua en la pagina siguiente
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Farmaco Ao Mecanismo de Indicaciones Usos principa- Limitaciones
accién aprobadas les
Diazepam 1963 Potenciacién ~ Desérdenes Amplio uso en Sedacién,
inhibitoria convulsivos, convulsiones tolerancia.
GABA estado epilépti- focales y gene- Sélo uso como
co, ansiedad. ralizada, wuso adyuvante
Deshabitua- intravenoso
cién alcohdlica
Carbamaze- 1964 Bloqueante de Crisis convulsi- Uso de primera Inductor  en-
pina canales de So- vas generaliza- linea zimatico,
dio das y focales, reacciones de
desorden bipo- hipersensibili-
lar, dolor trige- dad dérmicas
minal
Valproato 1967 Potenciacién Crisis convul- Uso de prime- Inductor en-
GABA, in- sivas focales y ra linea. Am- zimético,
hibicién generalizadas,  plio uso en con- ganancia  de
glutamatérgi- crisis de ausen- vulsiones foca- peso, tera-
ca NMDA, cia, profilaxis les y generali- togenicidad
Bloqueo de de la migrana, zadas, uso in- considerable
canales de desorden travenoso
Sodio y de bipolar
Calcio tipo T
Clonazepam 1968 Potenciacién  Sindrome Amplio uso en Sedacién, to-
inhibitoria de Lennox- convulsiones lerancia, solo
GABA Gastaut, focales y gene- utilizado como
convulsiones ralizada, uso adyuvante
mioclénicas, intravenoso
panico
Clobazam 1975 Potenciacion  Sindrome Amplio uso en Sedacién, to-
inhibitoria de Lennox- convulsiones lerancia, solo
GABA Gastaut, focales y gene- utilizado como
desorden de ralizada, wuso adyuvante
ansiedad intravenoso
Farmacos de tercera generacién
Progabida 1985 Potenciacion  Crisis convul- Uso habitual Hepatotoxi-
inhibitoria sivas focales y en convulsio- cidad clinica,
GABA generalizadas nes focales fuera de uso
y miocloni-
cas. Sindrome
de Lennox-
Gastaut,
hipertonia
muscular

Continua en la pagina siguiente
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Farmaco Aflo  Mecanismo de Indicaciones Usos principa- Limitaciones
accién aprobadas les
Vigabatrin 1989 Potenciacién  Espasmos Espasmos Perdida de la
inhibitoria epilépticos, epilépticos visién, ganan-
GABA convulsiones cia de peso
focales
Lamotrigina 1990 Bloqueante de Crisis convul- Uso de prime- Inductor en-
canales de So- sivas  focales ra linea. Am- zimético,
dio y  generaliza- plio usoen con- reacciones de
das, Sindrome vulsiones foca- hipersensibili-
de Lennox- les y generali- dad dérmicas
Gastaut, zadas
desorden
bipolar
Oxcarbazepi- 1990 Bloqueante de Convulsiones Uso de primera Inductor  en-
na canales de So- focales linea zimatico,
dio reacciones de
hipersensibili-
dad dérmicas.
No  utilizado
en mioclonias
o crisis de
ausencia
Felbamato 1993 Potenciacién  Crisis convul- Amplio uso Sélo utilizado
GABA, in- sivas focales en convulsio- como adyu-
hibicién y  generaliza- nes focales y vante, anemia
glutamatérgi- das, Sindrome generalizadas aplasica,  he-
ca NMDA, de Lennox- patotoxicidad
Bloqueo de Gastaut clinica, reac-
canales de ciones de
Sodio y de hipersensibili-
Calcio tipo T dad dérmicas
Gabapentina 1993 Bloqueante Crisis convul- Sindrome de Sélo utilizado
de Canales sivas  focales piernas in- como adyuvan-
de Calcio y generaliza- quietas, dolor te, ganancia de
(subunidad das, neuralgia neuropatico peso
a206) diabética y

post-herpéti-
ca, sindrome
de piernas
inquietas

Continua en la pagina siguiente
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Farmaco Ao Mecanismo de Indicaciones Usos principa- Limitaciones
accién aprobadas les
Topiramato 1995 Potenciaciéon  Crisis convul- Uso de prime- Somnolencia,
GABA, in- sivas  focales ra linea. Am- mareos, vérti-
hibicién y  generaliza- pliousoen con- go, deterioro
glutamatérgi- das, Sindrome vulsiones foca- cognitivo,
ca NMDA, de Lennox- les y generali- trastornos del
Bloqueo de Gastaut, zadas habla  calcu-
canales de profilaxis de la los renales,
Sodio y de migrana pérdida de
Calcio tipo T peso.
Tiagabina 1996 Potenciacion  Convulsiones Convulsiones Confusion,
inhibitoria focales focales dificultad
GABA para  hablar,
tartamudeo,
sedacién leve,
parestesia.
Levetirace- 2000 Modulacién Crisis convul- Uso de primera Somnolencia,
tam SV2A sivas  focales, linea astenia, ce-
generalizadas, falea, vértigo
ténico-cléni- ataxia
cas. Epilepsia
Mioclénica
Juvenil
Zonisamida 2000 Bloqueante de Convulsiones Amplio uso Solo utilizado
canales de So- focales en convulsio- como adyuvan-
dio nes focales y te, sedante
generalizadas
Stiripentol 2002 Potenciaciéon  Sindrome de Sindrome de Solo utilizado
inhibito- Dravet Dravet como adyuvan-
ria  GABA, te
bloqueo de
canales de
Sodio
Pregabalina 2004 Bloqueante Convulsiones Dolor neu- Solo utilizado
de Canales focales, dolor ropatico como adyuvan-
de Calcio neuropatico, te, aumento de
(subunidad trastornos peso
a26) de  ansiedad,
fibromialgia

Continua en la pagina siguiente
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Farmaco Aflo  Mecanismo de Indicaciones Usos principa- Limitaciones
accién aprobadas les
Rufinamida 2004 Bloqueante de Sindrome Sindrome Solo utili-
canales de So- de Lennox- de Lennox- zado como
dio Gastaut Gastaut adyuvante,
somnolencia,
vértigo,  fati-
ga, cefalea,
nauseas
Lacosamida 2008 Inactivacion Convulsiones Convulsiones Solo utilizado
lenta de focales focales como adyuvan-
canales de te
Sodio
Eslicarbaze- 2009 Bloqueante de Convulsiones Convulsiones Inductor  en-
pina canales de So- focales focales zimatico,
dio somnolencia,
mareos, hi-
ponatremia,
ataxia.
Retigabina 2011 Activador de Convulsiones Adyuvante pa- Coloracién
canales de Po- focales ra tratar con- azul de labios
tasio vulsiones foca- y unas, trastor-
les nos oculares,
pOCO uso
Perampanel 2012 Agonista de Convulsiones Adyuvante pa- Reacciones
receptor glu- focales ra tratar con- adversas con-
tamatérgico vulsiones foca- ductuales y
AMPA les psiquidtricas
graves,  agre-
sividad,  irri-
tabilidad, ira,
pensamientos
homicidas

Tabla 1.2: FaArmacos antiepilépticos utilizados en clinica en la actualidad o en el pasado [15].

1.6.1.

Farmacos de primera generacion.

En 1857 se introdujo el bromuro de potasio como medicacion capaz de controlar la
epilepsia, luego de que el médico inglés Charles Locock observara su efecto sedante y su
capacidad de reducir el niimero de crisis en algunos pacientes [23]. Este compuesto conti-

nuo como el inico farmaco eficaz en el tratamiento de las crisis por 55 anos, hasta la intro-
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duccién del fenobarbital en 1912 por Alfred Hauptmann [24]. Hauptmann administraba
fenobarbital a sus pacientes con epilepsia como tranquilizante, pero luego descubrié que
este fAirmaco también causaba una reduccién en las crisis [25]. Posteriormente, el feno-
barbital se convirtio en la droga de eleccién para el tratamiento de la epilepsia, debido a
su menor toxicidad y mayor efectividad respecto del bromuro de potasio, prevaleciendo

su uso hasta la actualidad.

El siguiente compuesto introducido al mercado fue la fenitoina. Esta habia sido sinte-
tizada en 1908 por Heinrich Biltz, pero recién en 1938 se descubrié su actividad anticon-
vulsiva, debido a que carecia de efectos sedantes (propiedad considerada necesaria hasta
ese momento en un anticonvulsivo) [26, 27]. La accién de la fenitoina fue descubierta por
Merritt y Putnam, quienes en 1937 desarrollaron un modelo animal basado en la técnica
de electroshock para la evaluacién de las propiedades anticonvulsivas de las sustancias
[28]. Este test resulté altamente exitoso para la busqueda sistemética de fairmacos més

eficaces y mejor tolerados, utilizando bibliotecas de compuestos [22].

Por otra parte, luego del descubrimiento de la fenitoina, se iniciaron varios estudios
sobre la fisiologia de las crisis en animales y seres humanos, con los que se consiguieron
una serie de pruebas para investigar la actividad antiepiléptica de nuevos compuestos.
Entre ellas se destacan el ensayo de electroshock maximo y el de pentilentetrazol (PTZ)

22].

En el test de electroshock maximo, inicialmente se administra la sustancia a ensayar
y luego se aplica un shock de corriente alterna de 60 Hz y 50 mA (en ratones) o 150 mA
(en ratas) a través de electrodos localizados en la cérnea por 0,2 segundos. El objetivo es
verificar la eficacia del agente quimico en abolir la extension tonica de los miembros pos-
teriores del animal [29]. En el modelo de PTZ, luego de la administracién del compuesto
se aplica una dosis convulsivante de pentilentetrazol (antagonista del receptor GABA-A)
por via subcutanea. Los animales son observados para verificar la presencia de espasmos
clénicos que persistan por lo menos 5 segundos. La ausencia de esta actividad clonica

indica que la sustancia ensayada elevé el umbral convulsivo [29].
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La trimetadiona, un analgésico sintetizado por Richards y Everett en 1944 [30], fue
reportada por su accién anticonvulsiva frente al ensayo PTZ, mientras que resulta inactivo
frente al ensayo de electroshock [31]. Este fairmaco se convirtié en el primer medicamento
para las crisis de ausencia. Para tratar este tipo especifico de crisis, se desarrollaron
posteriormente otros farmacos como metosuximida, fensuximida y etosuximida [32]. El
ultimo de estos compuestos, menos téxico, es considerado hasta el presente una opcion

de primera linea para el control de las crisis de ausencia [33].

Nuevos derivados encontrados en este periodo son la mefenitoina, la etotoina, el met-
harbital, la primidona y la parametadiona. Los dos primeros son andlogos de la fenitoina,
los dos siguientes del fenobarbital y el ultimo de la trimetadiona. Todos presentan una
actividad comparable a la del compuesto del que derivan y se comercializaron para un
uso similar [34]. La figura 1.1 muestra la estructura quimica de los fairmacos de primera
generaciéon. Otras drogas como fetenilato, benzocloropropamida y aminoglutetimida se
introdujeron al mercado en esa época, pero fueron posteriormente retiradas debido a su

toxicidad demostrada a largo plazo [34].

1.6.2. Farmacos de segunda generacion.

A partir de los anos 1950 surgieron nuevas drogas denominadas de segunda genera-
cion, entre las que se destacan la carbamazepina y el valproato de sodio. La figura 1.2
muestra la estructura quimica de los farmacos de segunda generacién. El descubrimiento
de la carbamazepina se produjo en 1953 durante la busqueda de andlogos del farmaco
psicotropico clorpromazina. Sus efectos antiepilépticos fueron reportados entre 1963 y

1964, y fue aprobada para su comercializacién en Estados Unidos en el afio 1974 [25].

El acido valproico fue sintetizado por primera vez a fines del siglo XIX, pero su accion
anticonvulsiva fue detectada en Francia en 1963 durante una prueba de accién anticon-
vulsiva de compuestos heterociclicos. Estos compuestos presentaban baja solubilidad en

agua, por lo que debieron disolverse en diferentes solventes para los ensayos bioldgicos,
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Figura 1.1: Farmacos antiepilépticos de primera generacion.

entre los que se encontraba el acido valproico. Se encontré que varios de estos compues-
tos presentaban efectos anticonvulsivantes y que esta accién era, en realidad, dependiente
del solvente [35]. Luego de estudios clinicos realizados en 1964, el valproato comenzé a
comercializarse en Francia en 1967 [36]. Durante 1970, se inicio la comercializaciéon en

Europa, pero recién en 1978 se aprobo su uso en Estados Unidos.

En este perfodo también fue descubierta la accion anticonvulsiva de las benzodiace-

pinas, como el diazepam, el clonazepam o el clobazam [37, 25].

1.6.3. Farmacos de tercera generacion.

Luego de la introduccion del acido valproico y de las benzodiacepinas, tuvo lugar
una pausa en el desarrollo de nuevos medicamentos que se prolongé hasta mediados de
1980. A partir de ese momento varios compuestos fueron aprobados, marcando el comien-

zo de una nueva generacion de farmacos. Entre las moléculas pertenecientes a esta era
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Figura 1.2: Farmacos antiepilépticos de segunda generacion.

se encuentra la progabida (1985), vigabatrina (1989), lamotrigina (1990), oxcarbazepina
(1990), gabapentina (1993), felbamato (1993), topiramato (1995), tiagabina (1996), zo-
nisamida (2000), levetiracetam (2000), stiripentol (2002), pregabalina (2004), rufinamida
(2004), lacosamida (2008), eslicarbazepina (2009), retigabina (2011) y perampanel (2012)

[25]. La figura 1.3 muestra la estructura de los fairmacos de tercera generacion.

A diferencia de generaciones previas, donde el desarrollo de anticonvulsivos se ha ca-
racterizado por la casualidad y el empirismo, dentro de la tercera generacién de farmacos
se encuentran los primeros ejemplos de diseno racional basado en el conocimiento de
los posibles mecanismos fisiopatogénicos involucrados en las crisis epilépticas, asi como
también en el conocimiento del mecanismo de accién de farmacos conocidos. Como se
detallara en la seccién siguiente, se han desarrollado compuestos con el objeto de poten-
ciar la via GABAérgica (vigabatrina y tiagabina) y, més recientemente, la reduccién de
los mecanismos de hiperexcitabilidad mediados por neurotransmisores excitatorios que

ejercen su accion sobre diferentes tipos de receptores (perampanel) [22].
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Capitulo 1. Epilepsia

Los nuevos antiepilépticos sin duda han logrado disminuir los efectos adversos de sus
predecesores y han expandido las opciones terapéuticas, en particular para aquellos pa-
cientes en los que se requiere un cambio de medicacién. Sin embargo, la eficacia de muchos
de estos sigue siendo similar a la de los compuestos clasicos, por lo que el porcentaje de
pacientes resistentes a la medicacién actual continta sin disminuir. Es por eso que existe
una creciente y genuina preocupaciéon por parte de expertos en el area respecto de la falta
de eficacia del tratamiento farmacoldgico, aun con la introducciéon de nuevos farmacos
anticonvulsivos [38, 39]. En este contexto, un mayor estudio de los mecanismos de accién
de los farmacos representa una estrategia fundamental para superar las limitaciones de

los anticonvulsivos actuales.
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Figura 1.3: Farmacos antiepilépticos representativos de la tercera generacion.
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1.6.4. Mecanismos de accién de los farmacos antiepilépticos.

Los farmacos antiepilépticos disponibles son solo preventivos y no curativos. El ob-
jetivo de la farmacoterapia actual es controlar los sintomas, es decir, suprimir las crisis
epilépticas. Si bien los mecanismos de accién de estas drogas no son completamente
conocidos, se sabe que estos compuestos esencialmente actiian restableciendo el balan-
ce entre la excitacién y la inhibicion neuronal mediante su interacciéon con uno o mas
blancos moleculares en el cerebro [40]. Estos blancos comprenden diferentes tipos de ma-
cromoléculas: canales idnicos, receptores de neurotransmisores y enzimas encargadas de
su metabolizacién y transporte [41]. El efecto final de estas interacciones es la alteracion
de la capacidad de descarga de las neuronas, la reduccion de la sincronizacion de grupos
de neuronas y la inhibicion de la propagacion de descargas anormales hacia sitios distales

[40].

Se reconocen, al momento, tres mecanismos de acciéon principales para las drogas
antiepilepticas: La regulaciéon de canales iénicos voltaje operados (o dependientes de
voltaje); el aumento de la inhibicién de la neurotransmisién mediada por el acido ~-
aminobutirico (GABA); y la atenuacién de la neurotransmision excitatoria mediada por
glutamato [40]. La figura 1.4 resume los blancos moleculares conocidos de las drogas
antiepilépticas. A continuacién se describiran los mecanismos de accién clasicos, con un
mayor detalle en el bloqueo de los canales de sodio operados por voltaje, dado que es el

blanco molecular utilizado en esta tesis para el descubrimiento de nuevos anticonvulsivos.
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Figura 1.4: Mecanismos de accion de los farmacos antiepilépticos. Del lado izquierdo se
muestran los blancos moleculares involucrados en la generacion de efectos inhibitorios y
del lado derecho los excitatorios. GAT-1: transportador GABA. SV2A: glicoproteina de
la vesicula sindptica 2A. Adaptado con autorizaciéon de BMJ Publishing Group Ltd [42].

1.6.4.1. Modulacién de canales i6nicos dependientes de voltaje.

Los canales iénicos son proteinas que atraviesan la membrana plasmatica y que permi-
ten la difusion selectiva y pasiva de iones. La activacion e inactivacion de estas proteinas
es inducida por estimulos externos, como el cambio del potencial eléctrico de la membra-
na celular (canales iénicos dependientes de voltaje) o la presencia de sustancias quimicas
(canales i6nicos dependientes de ligandos). Durante la activacion, el canal sufre un cam-
bio conformacional que permite el pasaje de los iones a través de la membrana a favor

de su gradiente de concentracion.

Los canales i6nicos dependientes de voltaje (entre los que se incluyen los canales

de sodio, de calcio y los de potasio) modulan el comportamiento eléctrico neuronal,
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permiten disparar los potenciales de accion y regulan la capacidad de estas células de
responder a las senales sindpticas. Ademas, son elementos cruciales en la liberacién de
neurotransmisores, que se requieren para la transmision sinaptica. En consecuencia, son
blancos moleculares clave para la inhibicién del inicio, sincronizacion y propagacién de

las crisis epilépticas [40].

Desde el punto de vista estructural, los canales iénicos dependientes de voltaje com-
prenden una superfamilia de proteinas en la cual la subunidad que forma el poro para
la transferencia de iones estd compuesta por 4 dominios homodlogos expresados en una
misma estructura proteica (canales de sodio y de calcio) o por 4 subunidades idénticas
(canales de potasio) [43]. Cada uno de estos dominios/subunidades estd, a su vez, con-
formado por un motivo estructural de 6 hélices transmembrana (S1-S6). Los segmentos
transmembrana S5-S6 constituyen el poro del canal (que permite el paso de iones) y,
junto con el loop estructural presente entre ambos (loop P), forman la porcién extra-
celular donde se encuentra la region selectora de iones. La hélice S4, con un patréon de
1 aminoacido con carga positiva cada 2 aminoacidos hidrofébicos, funciona como sensor
de voltaje. Es decir que el movimiento hacia arriba y de rotaciéon de este segmento 5S4,
debido al campo eléctrico de la membrana, induce el cambio conformacional que provoca

la apertura y cierre del canal [44] (Figura 1.5).

30



1.6. Farmacos antiepilépticos.
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Figura 1.5: Organizacion estructural de los canales operados por voltaje. Para una mayor
claridad solo se presentan los dominios I y IIT del poro del canal, perteneciente a la
estructura experimental del canal de sodio de Arcobacter butzleri (c6digo PDB: 3RVY)
45].

Canales de Sodio dependientes de voltaje.

Los canales de sodio dependientes de voltaje son responsables de la despolarizacion de
la membrana de las células nerviosas y de la conduccion del potencial de acciéon a través
de la superficie neuronal [46]. Se encuentran expresados a lo largo de toda la membrana
neuronal, en las dendritas, soma, axones y terminales nerviosas. Estan compuestos por
una subunidad proteica « (de un tamano de aproximadamente 260 kDa), que constituye
la regién del poro y el sensor de voltaje; y de una o més subunidades proteicas 5 (30-40
kDa), que pueden modificar la funcién de la subunidad a pero no son esenciales para la

actividad bésica del canal (figura 1.6) [47].
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Figura 1.6: Topologia de las subunidades v y 8 de los canales de sodio dependientes de
voltaje. Se observa que consta de 4 dominios (I-IV), cada uno constituido por 6 segmentos

transmembrana. Adaptada, con autorizacién, de Neurotherapeutics [43].

La familia de este tipo de canales comprende 9 isoformas resultantes de la variacién
genética de la subunidad «. Estas subunidades son codificadas por los genes SCN1A,
SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCN5A, SCN8A, SCN9A, SCN10A y SCN11A (figura 1.7).
Las isoformas Nav1.1 (SCN1A, 2q), Navl.2 (SCN2A, 2q), Nav1l.3 (SCN3A, 2q) y Nav1.6
(SCN8A, 12q) predominan en el Sistema Nervioso Central de mamiferos. Particularmen-
te, Navl.2 y Navl.6 se encuentran principalmente en el segmento inicial del axén de
las principales neuronas excitatorias [48]. Las isoformas Nav1.7 (SCN9A, 2q), Nav1l.8
(SCN10A, 3p) y Navl.9 (SCN11A, 3q) predominan en el sistema nervioso periférico,
Navl.4 (SCN4A, 17q) esta presente en el musculo esquelético y Navl.5 (SCN5A, 2q) en
musculo esquelético y cardiaco. La expresion de Navl.3 esta mayormente restringida a
las etapas tempranas del desarrollo, mientras que Navl.1l es el principal canal de sodio

en las interneuronas inhibitorias [49, 50].
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Figura 1.7: Familia de canales de sodio operados por voltaje. Ademas de la relacion
filogenética, se incluye informacién genética y la principal ubicacién de sus subunidades
a (segin Caterall y col. [51]). TTX: tetrodotoxina, SNC: sistema nervioso central, SNP:

sistema nervioso periférico, GRD: Ganglios de la raiz dorsal.

Los canales de sodio dependientes de voltaje poseen al menos tres estados: desacti-
vado, activado e inactivado (figura 1.8). Normalmente los canales se encuentran en un
estado desactivado de conformaciéon cerrada, pero cuando la despolarizacion de la mem-
brana neuronal supera un valor umbral, se produce un cambio conformacional del canal
que provoca el paso de este estado cerrado al estado activado (abierto), permitiendo el
ingreso de iones sodio al interior celular. Luego de unos microsegundos el canal se inac-
tiva (inactivacién répida), terminando el flujo de los iones sodio. Esta inactivacién esta
mediada por un loop intracelular entre los dominios III y IV de la subunidad «, donde el
canal permanece en una conformacion abierta pero impermeable a los iones [47]. Antes
de poder ser reactivado por una nueva despolarizacién, es necesario que este vuelva al

estado desactivado, el cual se alcanza luego de que la membrana se repolariza duran-
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te un periodo de tiempo suficiente (tiempo de recuperacién) [40]. Los canales de sodio
pueden pasar rapidamente del estado desactivado al abierto y de este al inactivado, per-
mitiendo a las neuronas disparar trenes de potenciales de accion de alta frecuencia, tanto
en condiciones normales como en estados de actividad epiléptica. Cuando el proceso de
despolarizacién de la membrana es mas prolongado, puede iniciarse un mecanismo de

inactivacién adicional, conocido como inactivacién lenta [40)].
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Figura 1.8: Estados del canal de sodio. Adaptado de Channels [46] bajo licencia Creative

Commons Attribution.

En relacion a su empleo como blancos moleculares, estas macromoléculas son blo-
queadas por drogas de uso clinico como los anestésicos locales, anti arritmicos y ciertos
antiepilépticos [47]. El sitio de unién de estos farmacos estd formado por residuos de
aminoacidos del segmento S6 de los dominios I, IIT y IV. Por lo tanto, la acciéon farma-

coldgica se basa en la unién a los canales en el interior del poro, impidiendo de esta forma
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el pasaje de los iones [47].

La seguridad terapéutica de los bloqueantes de canales de sodio se produce debido a
su selectividad funcional, ya que estos compuestos ejercen su méaxima potencia solo en
el caso de que el canal funcione bajo condiciones patolégicas. En estas condiciones se
producen potenciales de accién de alta frecuencia de disparo, que causan que los canales
adopten el estado inactivado con mayor frecuencia. Por lo tanto, aquellos compuestos
con alta afinidad por esta conformacién presentan una mayor eficacia de unién [50]. En
otras palabras, los diferentes estados del canal juegan un rol importante en la afinidad
de unién de los farmacos, dado que la mayoria de los inhibidores ejercen su acciéon por
estabilizacién del estado inactivado (lo que se conoce como inhibicién dependiente de
estado o dependiente de voltaje, ya que cada estado depende de este). Esta dependencia
refleja un mecanismo alostérico por el cual el sitio de uniéon presenta una conformacion
de baja afinidad cuando se encuentra en estado cerrado y pasa a una conformacion de

alta afinidad cuando se encuentra abierto o en estado de inactivacién [52].

La inhibicién dependiente de estado puede resultar en inhibiciéon dependiente de fre-
cuencia (o de uso). Esta dependencia de la frecuencia se desarrolla durante pulsos de
series rapidas de estimulacion. Durante cada una de estas series rapidas, los canales
experimentan aperturas e inactivaciones. Cuando el canal finalmente retorna al estado
cerrado entre pulsos, estos bloqueos se disocian, pero este proceso es mas lento que la
recuperacion normal desde el estado de inactivacién. Asi, cuando los pulsos se producen

a una frecuencia suficiente, el bloqueo generado es acumulativo [50].

El bloqueo de los canales de sodio dependientes de voltaje es el mecanismo de accion
mas comun de los farmacos antiepilépticos actualmente disponibles. Fenitoina, lamotrigi-
na, carbamazepina, oxcarbazepina, eslicarbazepina, zonisamida y lacosamida son prototi-
pos de bloqueantes de canales de sodio [53]. Se sospecha que compuestos asociados a otros
mecanismos de accién anticonvulsiva como felbamato, topiramato y valproato podrian
tener también efectos inhibitorios sobre estos canales [53]. Como se menciond anterior-

mente para todos los inhibidores, los farmacos antiepilépticos con capacidad bloqueante
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de canales de sodio tienen una alta afinidad por el estado inactivado y producen una
reduccién en la velocidad del cambio conformacional desde este estado al cerrado. Como
consecuencia se produce una reduccion en la conductancia del canal, limitando el disparo
neuronal repetitivo, con un efecto muy bajo sobre la generacién de potenciales de accién
simples [50]. Debe mencionarse que, mientras que la mayor parte de los bloqueantes de los
canales de sodio actuan bloqueando la ruta de inactivacién rapida, la lacosamida parece

incrementar el periodo de inactivacion lenta [53].

Canales de calcio dependientes de voltaje.

Los canales de calcio dependientes de voltaje contribuyen a la excitabilidad eléctrica
de las neuronas, estan relacionados con la activacion neuronal y son responsables del
control de la liberacién de los neurotransmisores de las terminales pre sindpticas [43, 54].
Estan constituidos por una subunidad a-1 que forma el poro y el sensor de voltaje
(codificada al menos por siete genes) y diversas subunidades accesorias, incluyendo las
subunidades intracelulares 5 ( 5 1 —4), las intramembrana ~y (v 1 — 8) y las subunidades
intramembrana-extracelulares a-2-6 (tipos 1 — 4) que modulan la funcién y la expresién

en la superficie celular [43].

Los canales de Calcio se distinguen en base al potencial de membrana al cual son
activados [54]. Los canales de Calcio activados por alto voltaje (HVA, por sus siglas en
ingles: High-voltage-activated) responden a despolarizaciones fuertes (del orden de los -
40mV) y estén involucrados tanto en la liberacién pre-sindptica de los neurotransmisores
(los tipos N, P/Q y R) como en el procesamiento de la sinapsis a nivel post-sinaptico (tipo
L). En contraste, los canales activados por bajo potencial (LVA, low-voltage-activated),
también denominados tipo T, se abren en respuesta a despolarizaciones moderadas (-
60mV) [40]. Estos tltimos son altamente expresados en el soma y dendritas de neuronas
del tdlamo y en el sistema reticular, donde se ha postulado que descargas ritmicas de 3

Hz punta-onda son caracteristicas de las crisis de ausencia [41].

Por lo tanto, los canales de calcio representan un blanco importante para varios agen-
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tes antiepilépticos. Por ejemplo, la eficacia de etosuximida y zonisamida en el tratamiento
de las crisis de ausencia generalizadas es atribuida al bloqueo de los canales LVA [40].
También se sospecha que lamotrigina, levetiracetam, topiramato, fenobarbital, felbama-
to, gabapentina, pregabalina y el valproato pueden actuar mediante el bloqueo de estos

canales en mayor o menor medida [53].

Canales de potasio dependientes de voltaje.

Los canales de potasio dependientes de voltaje son los principales responsables de la
repolarizacién de la membrana celular durante la finalizacién del potencial de accion,
limitando asi la excitabilidad neuronal [55]. Se han encontrado mutaciones en varios
genes de canales de potasio en epilepsias genéticas humanas y en animales [55]. Estdn
formados por un tetramero de subunidades « que contienen el poro, el selector iénico y

el sistema de activacién; y por otras subunidades accesorias [43].

Los canales de potasio se clasifican en varias familias: los canales de potasio voltaje
operados formados por 6 segmentos transmembrana (K,), los canales de potasio tipo
rectificador entrante (Kjg), los canales de potasio sensibles a la concentracién de cal-
cio intracelular (K¢,) y los canales de potasio formados por 2 dominios (Kp) [43]. En
particular, se ha comprobado que el farmaco retigabina, aprobado para el tratamiento
de la epilepsia focal refractaria en 2011, ejerce sus efectos antiepilépticos por la activa-
cién de la clase K7 [56]. Esta activacion hiperpolariza la membrana celular y reduce la

excitabilidad de las neuronas.

1.6.4.2. Atenuacion de la neurotransmision excitatoria mediada por gluta-

mato.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central,
ejerciendo sus efectos en receptores ionotropicos y metabotrépicos ubicados en la mem-
brana celular. Los receptores ionotrépicos responden a la union del glutamato incremen-

tando la conductancia a un cation y se diferencian entre si de acuerdo a su especificidad
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a agonistas selectivos [43]. Por lo tanto, se subdividen en receptores del dcido a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA), del kainato y del N-metil-D-aspartato
(NMDA).

Los receptores AMPA y kainato estan involucrados en la transmision sindptica exci-
tatoria rapida, y son permeables tanto a iones sodio como potasio, pero no al calcio. La
apertura del canal del receptor AMPA genera la despolarizacién de la membrana, predo-
minantemente por el flujo intracelular de sodio. En contraste, los receptores NMDA son
permeables al sodio, al potasio y al calcio, y son solo activados durante periodos largos
de despolarizacién, como los que se producen durante las descargas epileptiformes [57].
Los receptores metabotrépicos glutamatérgicos estan asociados a proteinas G y actian
predominantemente regulando canales iénicos. Algunos estudios parecen indicar que mu-

taciones en estos receptores podrian estar involucradas en el desarrollo de epilepsia [43].

Los receptores glutamatérgicos ionotrépicos forman una estructura tetramérica. Cada
una de las familias de receptores tiene un conjunto de subunidades especificas: cuatro en el
caso del receptor AMPA (GluR1-GluR4), cinco para el receptor Kainato (GluR5-7, KA1-
2) y siete para el NMDA (NR1, NR2A-D, NR3A-B) [43]. Cada subunidad presenta una
composicién modular, incluyendo un dominio extracelular amino terminal (ATD, amino-
terminal domain) que participa en el ensamblado y modulacién del receptor; un dominio
de unién de ligandos, constituido a su vez por dos lébulos (L1 y L2); tres segmentos
conectores (S1-M1, S3-M3 y S2-M4); un dominio transmembrana que estd compuesto
por tres segmentos transmembrana (M1 — 4, donde M3 forma el poro) y un dominio C-
terminal citoplasmético [58]. Los agonistas se unen al 16bulo L1 y asi el I6bulo L2 se mueve
sobre este. Este movimiento se traslada, a través de los segmentos conectores, al dominio
transmembrana generando un cambio conformacional que permite la apertura del poro
y el flujo de iones (figura 1.9) [57]. Perampanel y la droga experimental talampanel, son
los tinicos farmacos antiepilépticos actuales con efecto selectivo sobre los receptores de
glutamato [57]. Son antagonistas no competitivos del receptor AMPA, pues se unen a un

sitio extracelular distinto al del glutamato, ubicado sobre los segmentos conectores S1-M1
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y S2-M4 [57]. Esta unién induce un cambio conformacional en el receptor que limita su
habilidad para trasladar la respuesta de la union del agonista a la apertura del canal. De

esta forma se reduce la excitabilidad neuronal, bloqueando la descarga epiléptica.
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Figura 1.9: Estructura de los receptores ionotropicos glutamatérgicos. Para una mayor
simplicidad solo se representan dos subunidades.

Adicionalmente se ha encontrado que otros antiepilépticos ejercen su efecto, en parte,
a través del bloqueo de la neurotransmisién glutamatérgica. Asi, el bloqueo del receptor
NMDA parece contribuir a la actividad del felbamato, mientras que el topiramato parece
bloquear a receptores kainato y AMPA. Por su parte, el fenobarbital aparentemente
inhibe al receptor AMPA [41]. Debe mencionarse que ademés de la inhibicién directa
de sus receptores, otros mecanismos de accién de los farmacos antiepilépticos pueden
inhibir la neurotransmisién excitatoria del glutamato. Por ejemplo la lamotrigina parece
reducir la liberacion de glutamato mediante la inhibicién de los canales de sodio y calcio
presinapticos, y levetiracetam se une a la proteina 2A (SV2A) de la vesicula sindptica

interfiriendo la exocitosis del neurotransmisor [43].
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1.6.4.3. Activacion de la neurotransmision mediada por el acido y-aminobutirico

(GABA).

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en el
sistema nervioso central. Se origina por decarboxilacién de glutamato por acciéon de la
enzima glutamato-descarboxilasa. Luego de su liberacion, el GABA actia en los recep-
tores GABA-A y GABA-B produciendo la hiperpolarizacién de la membrana celular y,

por lo tanto, un efecto inhibitorio [59].

El receptor GABA-A es un receptor ionotrépico dependiente de ligando. Esta com-
puesto de 5 subunidades proteicas organizadas alrededor de un canal aniénico central
que al activarse permite el pasaje de cloruro al interior celular. Se han identificado 19
subunidades posibles para la construccién del receptor (a 1-6, 8 1-3, v 1-3, 9, €, 0, w, y
p 1-3) codificadas por 19 genes diferentes. Cada subunidad contiene 4 segmentos trans-

membrana.

Los segmentos extracelulares forman los sitios de unién de GABA (dos por receptor)
y en algunos casos se puede encontrar un sitio de unién para benzodiacepinas, las cuales
actian como moduladores alostéricos (figura 1.10) [43]. Los receptores GABA-A sensibles
a las benzodiacepinas son responsables de la inhibicién postsinaptica de tipo “fasico”,
esto es, dependiente de las concentraciones de GABA liberado. Los receptores GABA-A
que no son sensibles a las benzodiacepinas, se denominan “extrasinapticos”, debido a que
se encuentran alejados de la sinapsis y son responsables de una inhibicién postsindptica
de tipo “t6nico” [43]. Es decir, serfan responsables de la inhibicién neuronal cuando
exista, por ejemplo, un exceso de GABA, ya sea porque éste no es recaptado por los
transportadores presindapticos o porque no es destruido por las enzimas pertinentes. La
reduccion de la eficacia de los receptores GABA-A por la presencia de agentes bloqueantes

como por ejemplo, bicuculina o pentilenetetrazol, puede generar crisis convulsivas [40].

El receptor GABA-B, en cambio, es un receptor asociado a proteinas G que activa

un canal de potasio. Se encuentran en la membrana presinaptica en las sinapsis GABA-
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GABA BZ

Citoplasma

Figura 1.10: Estructura del receptor GABA-A humano. a) Vista lateral. b) Vista des-
de el espacio extracelular, donde se indica la composicién mas comun, dada por dos
subunidades « 1, dos # 2 y una vy 2 [60]. (BZ: benzodiacepinas). Cédigo PDB: 4COF
[61].

érgicas y gluatamatergicas, donde actiian reduciendo la liberacién de neurotransmisor.
También se expresan en la membrana postsinaptica de la sinapsis GABA-érgica, donde

producen una hiperpolarizacién tardia [43].

La concentracion de GABA en el cerebro es controlada por la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD), que cataliza la conversién de glutamato a GABA; por la GABA-
transaminasa (GABA-AT') que convierte el GABA a aldehido succinico y por la succinico
aldehido deshidrogenasa que degrada este ultimo a succinato. Ademds, la accién del
GABA es rapidamente terminada por la remocion desde el espacio sindptico hacia las
terminales nerviosas y hacia células de la glia por los transportadores GAT-1, GAT-2 y
GAT-3. De esta forma el GABA es reutilizado en la neurotransmision o inactivado en las

mitocondrias por la enzima GABA-AT [43].

La activacién de los receptores GABA-A es uno de los mecanismos més importantes
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de los farmacos antiepilépticos. Los barbitiricos (como fenobarbital y primidona) y las
benzodiacepinas (diazepam, clonazepam, clobazam, etc.) comparten este efecto, aunque
al parecer mediante la unién a sitios distintos del receptor [40]. Otros antiepilépticos, como
el topiramato, el felbamato, el stiripentol y el levetiracetam pueden modular la actividad
del receptor GABA-A [53]. El v-vinil GABA (vigabatrin) actia mediante la inhibicién
irreversible de la GABA transaminasa (GABA-AT), originando mayor cantidad de GABA
disponibles para la descarga sinaptica. La tiagabina, en cambio, inhibe a GAT-1, y reduce
la captacién neuronal y glial del mismo [43]. La gabapentina promueve la liberacién de

GABA desde el terminal presinaptico [41].

1.7. Epilepsia y farmacorresistencia.

A pesar del exitoso descubrimiento de nuevos farmacos antiepilépticos con mejor per-
fil farmacocinético y, en algunos casos, con nuevos mecanismos de accion, la eficacia de
los tratamientos farmacoldgicos para el control de la epilepsia no ha mejorado sustancial-
mente a través de los anos. Se estima que un 30 % de los pacientes atin no logra controlar
adecuadamente sus crisis mediante el uso de farmacos [15]. De acuerdo al consenso inter-
nacional, la epilepsia refractaria es descripta como un fracaso en lograr un paciente libre
de crisis con dos o mas farmacos antiepilépticos, siempre que estos sean los apropiados

al tipo de epilepsia, administrados correctamente y no retirados por intolerancia [62].

Las crisis refractarias afectan la calidad de vida del paciente, ya que el desarrollo de
crisis no controladas se asocia a un mayor riesgo de accidentes, lesiones fisicas, trastor-
nos psiquidtricos, deterioro cognitivo y de la memoria, asi como consecuencias sociales
[17]. Resulta evidente, entonces, que la resistencia a los farmacos antiepilépticos actuales
representa una de las mayores preocupaciones de los especialistas en el area, y el descubri-
miento de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la epilepsia refractaria
constituye uno de los principales objetivos a alcanzar por dichos investigadores. En es-

ta direccién, la identificacion de los mecanismos involucrados en la farmacorresistencia
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resulta importante para el posterior diseno racional de nuevos farmacos con enfoques

farmacolégicos novedosos.

1.7.1. Mecanismos de farmacorresistencia.

Los mecanismos biolégicos subyacentes a la epilepsia farmacorresistente no han sido
completamente dilucidados aun, pero se proponen al momento cinco mecanismos prin-
cipales para el desarrollo de la misma: La hipdtesis del blanco molecular [63, 64], la
hipétesis de la red neuronal [65], la hipdtesis de la variacién genética [66], la hipdtesis de
la gravedad intrinseca [67] y la hip6tesis del transportador [68, 64]. Debe aclararse que
la farmacorresistencia es un fenémeno multifactorial y que con estos cinco mecanismos
ha sido posible explicar casos particulares de epilepsia farmacorresistente, pero ninguno

es suficiente para dar una explicacion general a este problema [69].

La hipotesis del blanco molecular propone que los farmacos anticonvulsivos fallan
debido a alteraciones adquiridas sobre los canales iénicos y/o los receptores de neuro-
transmisores sobre los que actian. Las crisis epilépticas, al parecer, ocasionan cambios
en la transcripcién de las subunidades de los receptores, asi como también cambios post-
transcripcionales como glicosilaciones, fosforilaciones, etc.. Se han encontrado eviden-
cias de que estos cambios probablemente afecten tanto la densidad sobre la membrana

plasmética como la funcionalidad de los mismos [64, 70].

La hipotesis de la red neuronal sugiere que episodios recurrentes de actividad neuro-
nal excesiva pueden inducir eventos que generan un remodelamiento de la red neuronal
tales como degeneracién neuronal, necrosis, gliosis, ramificacién axonal y reorganizacion
sinaptica. Esta nueva red neuronal originada bajo condiciones patolégicas podria estar

relacionada con el fenémeno de farmacorresistencia [65].

La hipotesis genética sugiere que la resistencia a antiepilépticos es gobernada por
variaciones genéticas de las proteinas involucradas en la farmacocinética y la farmacodi-

namia de estos. En este caso solo se consideran aquellas variaciones en la funcionalidad
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y/o estructura producto del polimorfismo genético, dejandose de lado las alteraciones

adquiridas [66].

La hipdtesis de la severidad intrinseca sugiere que la farmacorresistencia es una pro-
piedad inherente de la epilepsia relacionada a la gravedad de la enfermedad. Esta hipotesis
pone de manifiesto observaciones epidemioldgicas que indican que a mayor frecuencia de
crisis epilépticas antes de iniciado el tratamiento mayor es el riesgo de sufrir farmaco-
rresistencia [67]. El concepto general es que las crisis que se disparan facilmente pueden
repercutir en crisis frecuentes posteriores dificiles de controlar. Si bien los factores mole-
culares o neurobioldgicos de esta hipdtesis son aun desconocidos, un aspecto esencial de
esta idea es que tanto la severidad de la epilepsia como la farmacorresistencia podrian

encontrarse bajo el control de factores neurobiolégicos comunes [71].

Por 1ltimo, la hipdtesis del transportador propone que la resistencia a los farmacos
se produce debido a su incapacidad de acceder al blanco molecular en concentraciones
suficientes como consecuencia de la hiperactividad de transportadores de eflujo de drogas
presentes en la barrera hematoencefdlica [15]. Este mecanismo de farmacorresistencia es
uno de los més explorados y corroborados experimentalmente (junto con la hipdtesis del
blanco molecular). En la siguiente seccién de este apartado se dard una revisién més
detallada de esta hipotesis, dado que fue considerada para el diseno de anticonvulsivos

en este trabajo de tesis.

1.7.2. Hipodtesis del transportador.

Como se indicé anteriormente, la hipdtesis del transportador propone que la farma-
corresistencia se produce debido a la incapacidad del farmaco de acceder al receptor en
concentraciones suficientes, y que este efecto se produce como consecuencia de la hiper-

actividad de transportadores de eflujo presentes en la barrera hematoencefélica.

La barrera hematoencefdlica es una compleja interface entre la sangre y el sistema

nervioso central que controla el intercambio entre ambos compartimientos, jugando un
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rol esencial en la homeostasis y en la protecciéon frente a agentes toxicos y patogenos. Esta
barrera se encuentra formada por las células endoteliales de los capilares nerviosos, las
cuales se caracterizan por la formacién de uniones estrechas (con escasa permeabilidad)
entre ellas. Ademas de las células endoteliales que constituyen el elemento central, la
barrera se halla compuesta por otras células como los astrocitos, neuronas y pericitos

perivasculares (figura 1.11) [72].

membrana
basal

microglia

pericito

astrocito

e

neurona

Célula
endotelial

Figura 1.11: Esquema de la unidad neurovascular. Adaptado, con autorizacién, de Car-
doso y col. [72].

Las células endoteliales expresan proteinas transportadoras, las cuales proveen rutas
de entrada a nutrientes, iones y algunas macromoléculas; y también rutas de expulsién de
metabdlitos o xenobidticos potencialmente toxicos [72]. Algunos de los transportadores
encargados de la eliminacién de sustancias estan involucrados en la expulsion de farmacos.
Este fenémeno, conocido como resistencia multiple a drogas, juega un papel importante en
la falla del tratamiento farmacolégico de numerosos desérdenes, tales como enfermedades

infecciosas o procesos tumorales [73].
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A menudo la remocién de agentes terapéuticos es mediada por una gran superfamilia
de proteinas denominadas proteinas de resistencia multiple a farmacos, muchas de las
cuales corresponden a la familia de proteinas transportadoras ABC, dependientes de ade-
nosin trifosfato (ATP). Los genes encargados de su expresiéon se dividen en subfamilias
segun la organizacién de los dominios transmembrana y la homologia de secuencia (AB-
CA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF y ABCG) [73]. Entre los diferentes miembros
que forman esta superfamilia, la mas estudiada es la glicoproteina P (P-gp, codificada
por el gen ABCB1), seguida de las proteinas relacionadas con la resistencia multiple a
farmacos (MRP 1, 2, 4 y 5; genes ABCC1-5) y la proteina relacionada con el cancer de
mama (BCRP; genes ABCG2) [71].

1.7.2.1. Glicoproteina P.

La glicoproteina P (P-gp) es uno de los transportadores de eflujo mas intensamen-
te estudiados debido a su inespecificidad de sustratos. Esta macromolécula es capaz de
interaccionar con farmacos estructuralmente diferentes como inhibidores de la proteasa
del HIV, antibi6ticos, inmunosupresores, entre otros [73]. Estd compuesta por una ni-
ca cadena polipeptidica de 1280 aminoécidos de longitud y aproximadamente 170 kDa,
que se dispone de forma transversal a la membrana plasmatica, formando dos mitades
homoélogas. Cada una de estas mitades, a su vez, estd formada por un dominio trans-
membrana constituido por seis hélices transmembrana (TM1-TM6 y TM7-TM12) y un
dominio citosélico (NBD1 y NBD2), denominado dominio de unién a nucledtidos (Figura
1.12 a). Los dominios transmembrana forman una cavidad hidrofébica de alrededor de

6000 A3, la cual alberga una gran regién donde interactiian los sustratos [74].

El mecanismo por el cual esta proteina realiza la expulsion de las sustancias im-
plica el cambio entre dos conformaciones diferentes, en cuyo pasaje de una a otra se
encuentra involucrada la hidrélisis de ATP. La interaccién de una sustancia con la P-gp,
ocurre cuando ésta se encuentra en una conformacion orientada hacia el interior celular

[74]. Cuando un sustrato de la P-gp ingresa a la célula, es reconocido y retenido por el
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transportador en el sitio de uniéon. Como consecuencia de esta interaccion, la P-gp su-
fre un cambio conformacional para adoptar la forma orientada hacia el exterior celular,
llevandose a cabo la expulsion del farmaco hacia el espacio extracelular [74] (Figura 1.12

b).

Figura 1.12: Glicoproteina P. a) Estructura y posicién en la membrana plasmatica de la
P-gp. TM: hélices transmembrana, NBD: Dominios de unién a nucleétidos. b) Mecanismo
de expulsién de sustancias de la P-gp.

La P-gp se encuentra expresada en diferentes tejidos con capacidad excretora como
el intestino delgado, higado y rinén, donde actia limitando la entrada de los farmacos en
el cuerpo luego de la administracién oral o promoviendo la eliminacién hacia la bilis y la
orina. También se encuentra en barreras presentes entre la sangre y algunos tejidos, como
son la barrera hematoencefalica, la placenta y la barrera hematotesticular, limitando el

ingreso a tejidos sensibles [75, 73].
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En relacién a su rol en la epilepsia refractaria, diversos estudios indican que varios
farmacos antiepilépticos son sustrato o inhibidores de la P-gp [76, 71]. Por otra parte, es-
tudios en pacientes farmacorresistentes han demostrado sobreexpresion de P-gp respecto
a pacientes epilépticos sin farmaco resistencia [77, 78, 79, 68]. Ademds, a través de méto-
dos inmunohistoquimicos fue detectada la presencia de P-gp en neuronas de pacientes
resistentes, células en las que normalmente no se hallan presentes [68, 80]. Otro resultado
interesante proviene del estudio realizado en ratones modificados genéticamente para no
expresar la P-gp (knockout), donde se observa un incremento de los niveles de farmacos

antiepilépticos en el cerebro respecto de los animales no modificados [81].

Del conjunto de los hallazgos enumerado previamente se desprende que la P-gp juega
un rol importante en la epilepsia farmaco resistente. Sin embargo, atin no se conoce con
certeza la causa de la sobreexpresién de esta y otras proteinas de la superfamilia ABC
en el tejido cerebral de los pacientes con epilepsia refractaria. Se ha propuesto que puede
ser adquirida principalmente como consecuencia de crisis convulsivas repetitivas, o de

condiciones patoldgicas como inflamacién o hipoxia [82].

Por otra parte, la liberacién excesiva del neurotransmisor glutamato es un factor tipico
de las crisis epilépticas, lo que llevé a algunos investigadores a sospechar de su influencia
en la expresion de P-gp. Asi, utilizando capilares cerebrales de ratones incubados con
glutamato, se observé que este neurotransmisor activa la transcripcion genémica del gen
que codifica la P-gp, con el consiguiente incremento de la expresién del transportador
[83]. El mecanismo propuesto para esta accién parece estar mediado por los receptores
NMDA. La activacion de estos receptores genera un incremento del calcio intracelular
que activa varias vias enzimaticas en neuronas. Una de estas enzimas, la fosfolipasa A2,
provoca la liberacién de acido araquidénico desde la membrana plasmatica, activando su
metabolismo mediante la accién de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) que produce prostanoides
(prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos) [84]. La prostaglandina E2 es el mayor
producto de la accion de la COX-2 en el cerebro y actiia sobre cuatro receptores nucleares

acoplados a proteinas G (EP1-4), de los cuales se ha demostrado que el receptor EP1
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juega un rol clave en los niveles de expresién de la P-gp [85] (Figura 1.13).

OO O Glutamato
O Cerebro

Acido araquidonico

COXT™a por Gen ABCB1
2 EP1

Célula endotelial

Sangre

Figura 1.13: Mecanismo de sobreexpresiéon de P-gp en las crisis epilépticas. Adaptado de
Potschka [84]

El reconocimiento temprano de compuestos que eviten interaccionar con la P-gp re-
presenta una estrategia util para el diseno de nuevos farmacos anticonvulsivos tendientes
a satisfacer la demanda de pacientes resistentes. Por otro lado, la identificacion de estruc-
turas con capacidad de interaccionar fuertemente con la P-gp puede ser implementada
para el desarrollo de inhibidores para terapias adyuvantes. Esta iltima estrategia tiene
serias limitaciones, dado que implicaria cancelar la funcién fisiolégica de esta proteina
(como primera linea de defensa en varias barreras) y requiere el disefio de compuestos
altamente selectivos por la glicoproteina (para evitar la aparicién de efectos adversos).
Es por eso que en este trabajo de tesis se optara como criterio adicional de seleccién de
candidatos a anticonvulsivos a aquellos compuestos que se predigan no sustratos de P-gp

por cribado virtual.
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Capitulo 2

Métodos computacionales para el
descubrimiento de farmacos

2.1. Introduccion al descubrimiento de farmacos.

Tradicionalmente, el descubrimiento de farmacos se ha realizado mediante una pers-
pectiva con bases quimicas o farmacoldgicas [1]. Gran parte del hallazgo de compuestos
lideres se ha basado en la observacion y el analisis de la medicina folklérica, de ligan-
dos naturales, de segundos usos de drogas existentes o, simplemente, por serendipia [2].
También se han utilizado muy frecuentemente estudios de cribado de bibliotecas de com-
puestos de origen natural o sintético, los cuales implican un costo econémico considerable
2]. Sin embargo, en las ultimas décadas se ha producido una gran evolucién en el descu-
brimiento de nuevos farmacos, dandole a este proceso un enfoque multidisciplinario que
combina areas tan diversas como la quimica, la biologia, la biofisica, la informatica y la

matematica [3].

En lineas generales, el proceso actual de descubrimiento de nuevos farmacos se en-
cuentra dividido en siete etapas basicas: 1 - Seleccion del blanco molecular a emplear;
2 - Validacion de dicho blanco; 3 - Identificacion de un compuesto lider; 4 - Optimiza-
cién del lider; 5 - Ensayos a nivel pre clinico; 6 - Ensayos a nivel clinico; 7- seguimiento

post-comercializacién [4, 5] (figura 2.1).
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Figura 2.1: Esquema general del proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos.

La etapa inicial consiste en la identificacién del sitio molecular especifico con el cual
se pretende que interactie la molécula candidato [6]. El término blanco molecular puede
aplicarse a una amplia variedad de entidades bioldgicas, tales como los receptores de
membrana, los canales idnicos, las enzimas, las proteinas de vias de senalizacién, los

receptores nucleares y los genes o proteinas intervinientes en la regulacién genética [6].

La eleccion de un blanco particular depende del nivel de conocimiento respecto a su
influencia en la enfermedad. Ademds, debe ser eficaz, seguro y satisfacer las necesidades
clinicas. Particularmente debe tenerse en cuenta en esta etapa que la macromolécula sea
accesible para el farmaco, provocando una respuesta medible, ya sea in vivo como in vitro
[7]. De acuerdo a literatura, el tiempo estimado para la esta etapa es de aproximadamente

un ano y presenta un costo de alrededor de 200 millones de délares [8].

Una vez seleccionado el blanco molecular, la etapa siguiente corresponde a su vali-
dacion. Esto implica demostrar la relevancia de la macromolécula en el proceso de la
enfermedad estudiada, y que su modulacion tiene efectos terapéuticos. La validacion es
abordada mediante el empleo de diversas técnicas, incluyendo estudios in vitro o modelos
en animales. Entre las herramientas mas utilizadas se encuentran los modelos genéticos en
animales (knock in / ganancia de funciones; knock out / perdida de funciones), anticuer-
pos monoclonales, utilizaciéon de transgenes, etc [9, 7]. Por otra parte, debe mencionarse
que algunos potenciales blancos mas innovadores tienen un menor grado de validacion,
como por ejemplo una relacién genética con la enfermedad o solo especulacién como con-

secuencia de conocimiento aproximado [3]. Esta etapa suele tener un costo estimado de
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250 millones de délares y una duracién aproximada de dos arnos [§].

La siguiente fase da inicio a la bisqueda de estructuras quimicas adecuadas para in-
teraccionar con el blanco terapéutico seleccionado. Esta etapa consiste en la identificacion
de compuestos que presentan la actividad biol6gica buscada (por interaccién con el blan-
co molecular previamente determinado). Posteriormente, se seleccionan las estructuras
activas que ademas tengan otras propiedades favorables, tales como baja toxicidad, alta
permeabilidad de membrana, solubilidad etc. Estos compuestos se denominan lideres [5].
Se estima, en esta etapa, un costo de 40 millones de délares y una duracién menor al ano

10].

Una vez identificada la estructura lider, comienza el proceso de optimizacion, que
consiste en la realizacién de modificaciones estructurales sobre dicho compuesto con el
objetivo de mejorar su eficacia terapéutica. De esta manera se busca un incremento de
potencia frente a su blanco molecular, selectividad frente a otras estructuras relacionadas,
mejoras en la farmacocinética, minimizacién de la toxicidad y efectos secundarios [11].
Como este proceso involucra la optimizacion simultanea de miltiples parametros, es uno
de los pasos que mas tiempo y dinero consume (120 millones de ddlares y 2,7 anos de
duracién) [10]. Es por eso que se define como un paso limitante en el descubrimiento de

farmacos [8].

Como resultado de las etapas mencionadas hasta aqui se dispone entonces de un
conjunto de compuestos que presentan la actividad buscada. Estos son sometidos a una
serie de evaluaciones preclinicas, entre las que se encuentran el desarrollo de métodos de
sintesis a gran escala, estudios de seguridad en animales, carcinogénesis, estudios ADME

(administracion, distribucién, metabolismo y excrecién), entre otros [9].

Finalizados los ensayos preclinicos, el compuesto pasa a la fase de ensayos clinicos. Este
periodo es considerado como el més costoso de todo el proceso (260 millones de délares y
7 anos de duracion) y se subdivide en cuatro etapas: En la fase 1 se evalia la seguridad
y tolerancia del farmaco, sus propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas. Estos

ensayos son realizados sobre voluntarios sanos. En la fase 2 se repiten estos estudios,
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pero sobre pacientes que presentan la enfermedad a ser tratada. En la siguiente fase se
compara el nuevo tratamiento con la terapia estandar sobre un gran nimero de pacientes.
Estos estudios son multicéntricos, con ensayos doble ciego y al azar. Luego del éxito de
esta dltima etapa el nuevo tratamiento es autorizado para su comercializacién [5]. Durante

la ultima fase, se evalia la presencia de efectos adversos en etapa de comercializacion.

2.2. Meétodos computacionales en el descubrimiento
de farmacos.

Desde la década del 90, la técnica de cribado de alto rendimiento (HT'S, por sus siglas
en ingles: high throughput screening) en conjunto con la quimica combinatoria ha per-
mitido la evaluacién bioldgica de un gran nimero de compuestos en forma automaética.
Sin embargo, la tasa de éxito del HT'S para encontrar estructuras lideres es relativamente
baja, restringiendo su uso a grandes librerias de moléculas [12]. Esta limitacién, junto con
el elevado costo de estas técnicas, propicié la bisqueda de alternativas al HT'S, poten-
ciando otros métodos de diseno de farmacos como son aquellos asistidos por computadora
[12]. Se conoce como métodos computacionales aplicados al descubrimiento de farmacos
(Computer-aided drug design; CADD) al conjunto de herramientas y recursos compu-
tacionales para el almacenamiento, manejo, analisis y modelado de compuestos [13]. Esto
incluye, por ejemplo, el desarrollo de programas para el diseno de estructuras quimicas
con determinadas caracteristicas fisicoquimicas, el estudio virtual de interacciones quimi-
cas entre moléculas, o la generacion de herramientas de analisis sisteméatico de potenciales

candidatos lideres antes de su sintesis y ensayo [13].
En lineas generales los métodos computacionales son utilizados con tres propdsitos

principales en el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos:

1. filtrar grandes librerias de compuestos en busqueda de estructuras predichas como

activas; que puedan ser luego evaluadas por métodos experimentales. Esta metodo-
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logia se conoce como cribado virtual (en ingles virtual high throughput screening

(VHTS) o simplemente virtual screening);

2. dirigir la optimizacién de compuestos lideres, ya sea mejorando su afinidad, poten-

ciando su selectividad u optimizando su metabolismo y farmacocinética;

3. disenar nuevos compuestos, ya sea mediante el “crecimiento” de una estructura de
)
partida por adicién o modificacién de grupos funcionales o por la combinacion de

fragmentos pequenos [12].

En el desarrollo de la presente tesis se han utilizado métodos computacionales con la
intencion de filtrar compuestos activos mediante el cribado virtual, por lo que a continua-

cion se describird brevemente la teoria y los principios que sostienen estas herramientas.

2.2.1. Cribado virtual.

Uno de los usos mas comunes de los métodos CADD es el cribado virtual de librerias
de compuestos [12]. Esta metodologia consiste en puntuar, ordenar, y luego filtrar un
conjunto de estructuras mediante el uso de algoritmos computacionales [14]. Basicamente,
el cribado virtual intenta mejorar la probabilidad de identificar moléculas activas, lo que
permite enfocar los recursos en la evaluacién de compuestos que probablemente presenten

la actividad buscada.

Los métodos de cribado virtual se clasifican en dos categorias: los basados en el cono-
cimiento de un conjunto de ligandos que presentan la misma accién biolégica (también
llamados métodos indirectos o ligand-based) y los que se fundamentan en la estructura
tridimensional del receptor (métodos directos o structure-based) [14]. A continuacién se
explicaran ambas herramientas, haciendo mayor hincapié en los métodos directos ya que

son los que se implementaron en esta tesis.
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2.2.1.1. Cribado virtual basado en ligandos.

Los métodos de cribado virtual basados en el ligando requieren de un conjunto de
compuestos que interaccionan con el blanco molecular de interés, para la realizacién de un
andlisis retrospectivo de sus estructuras. El objetivo final es representar estos compuestos
de tal manera que sus caracteristicas mas importantes para la actividad biolégica sean
retenidas y codificadas, mientras que la informacién no relevante sea descartada [12].
Estas herramientas se clasifican en tres grandes grupos: las metodologias basadas en el

uso de descriptores, de la similitud quimica, o en la superposicién con farmacoforos.

Metodologia basada en descriptores:

Los métodos QSAR (del inglés, quantitative structure activity relationships) consisten
en obtener una correlacion cuantitativa entre la actividad bioldgica y ciertas propiedades
fisicoquimicas, estructurales y /o de caracter tedrico de los ligandos [15]. Estas propiedades
se denominan descriptores y codifican las caracteristicas de las estructuras a diferentes

niveles de complejidad [12].

El proceso general de los métodos QSAR inicia con la creacién de un conjunto de
compuestos activos e inactivos (conjunto de entrenamiento) y el célculo de sus descripto-
res moleculares. Posteriormente se genera una ecuaciéon matematica capaz de relacionar
alguno de estos descriptores con la actividad experimental. Finalmente el modelo es vali-
dado y aplicado a una libreria de compuestos (representados por los mismos descriptores),

de modo de predecir cuél de ellos presentara la actividad buscada [12].

El éxito de los métodos QSAR, por lo tanto, depende no solo del conjunto de ac-
tivos/inactivos seleccionados para generar el modelo sino también de la seleccién de
descriptores y de la relacion matematica apropiada. Una de las limitaciones mas impor-
tantes de este método es que todos los modelos obtenidos van a depender del espacio de

muestreo del conjunto de entrenamiento (también denominado dominio de aplicabilidad

de la funcién QSAR) [12].
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Metodologia basada en la similitud quimica:

Las técnicas basadas en la similitud quimica consisten en medir el grado de similitud
entre una o varias estructuras de referencia y los compuestos problema. El principio
detras de esta metodologia radica en considerar que si una molécula es estructuralmente
similar a un compuesto de actividad bioldgica conocida, entonces la primera tiene mayor

probabilidad de ser activa (respecto a otra con menor grado de similitud) [16].

La medida de similaridad requiere de tres componentes: una representacion para ca-
racterizar las moléculas a ser comparadas; un sistema de ponderacién para asignar di-
ferentes grados de importancia a los distintos componentes de estas representaciones; y
un coeficiente que es utilizado para determinar el grado de relacién entre las dos repre-
sentaciones estructurales [16]. Este valor por lo general oscila entre 0 y 1, siendo 1 el
resultado para moléculas idénticas y 0 para entidades totalmente disimiles [17]. La com-
paracion entre dos moléculas se realiza mediante el uso de secuencias de bits derivadas de
las estructuras. En tales secuencias (denominadas fingerprints o huellas dactilares) cada
bit indica la presencia o ausencia de una propiedad estructural determinada, normal-
mente una subestructura. Alternativamente, los bits pueden indicar la frecuencia con la
que aparece la propiedad en las moléculas comparadas. Los bits compartidos por ambas
moléculas son cuantificados y transformados en un valor que indica cuan similares son

dichas estructuras (coeficiente de similitud) [17].

Esta metodologia presenta un bajo costo computacional, lo que permite la busqueda
en grandes bases de datos en un tiempo relativamente corto. Ademas, la bisqueda puede
llevarse a cabo incluso con una sola molécula de referencia [18]. Sin embargo, estas técni-
cas comparten el inconveniente encontrado en los métodos QSAR: las moléculas activas

utilizadas inicialmente para la seleccién, limitan los resultados de la bisqueda [15].

Metodologia basada en superposicion con un farmacdéforo:
Segtun la IUPAC, el farmacdéforo se define como el “conjunto de propiedades estéricas y

electrénicas necesarias para asegurar las interacciones supramoleculares éptimas con una
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estructura biolégica determinada y activar (o bloquear) su respuesta bioldgica” [19]. Mdas
alla de esta definicién, puede considerarse al farmacéforo como el arreglo espacial de los
grupos funcionales (y/o otros fragmentos estructurales) que debe contener un compuesto
para generar la respuesta biolégica deseada. Por lo tanto, un farmacoforo efectivo debe
brindar informacién respecto de qué porciones de la molécula activa interactian con el
blanco molecular, y debe ser capaz de proponer interacciones no covalentes entre los

compuestos y la macromolécula [12].

Un modelo farmacoférico puede obtenerse mediante aproximaciones fundadas en el
conocimiento de la estructura del receptor o basadas en los ligandos. Esta tltima consiste
en extraer las propiedades quimicas comunes de los compuestos activos que son esenciales

para la actividad buscada.

En general, la obtencion de un modelo farmacoférico a partir de multiples ligandos
activos (conjunto de entrenamiento) implica un andlisis del espacio conformacional para
cada uno de ellos, a fin de considerar su flexibilidad. Posteriormente debe realizarse un
alineamiento de las conformaciones consideradas activas para establecer las caracteristicas

comunes relevantes que permitan generar el modelo farmacoférico [20].

Una vez definido el farmacoforo, puede realizarse el cribado a fin de encontrar nuevos
candidatos que cumplan con los requerimientos propuestos por el modelo. Esta metodo-
logia presenta un alto costo computacional, por lo que su utilizaciéon en bases de datos
muy grandes puede consumir mucho tiempo. Nuevamente el éxito del modelo depende

del conjunto de entrenamiento seleccionado para generar el patrén farmacoférico [21].

2.2.1.2. Cribado virtual basado en la estructura del receptor.

Los métodos basados en la estructura del receptor requieren de modelos tridimen-
sionales de la estructura de la macromolécula blanco (generalmente una proteina), para
posteriormente evaluar su capacidad de interaccion con pequenas moléculas. La hipotesis

central de esta aproximacion es que la habilidad de un compuesto para ejercer un efecto
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bioldgico determinado depende de su capacidad para interactuar favorablemente en un
sitio particular de un blanco especifico [12]. Por lo tanto, las moléculas que comparten
estas interacciones deberian presentar efectos bioldgicos similares. En base a esta hipdte-
sis es posible obtener nuevos compuestos con una accion buscada mediante el andlisis del
sitio de unién en la proteina. El docking molecular, capaz de simular el acoplamiento pro-
teina-ligando desde el punto de vista estructural y energético, es una de las herramientas

disponibles més utilizadas en esta metodologia [22].

La informacién relacionada con la estructura tridimensional de los blancos molecula-
res generalmente se obtiene a partir de métodos experimentales, como la cristalografia
por rayos X o la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), entre otros [12]. El Protein Data
Bank (PDB) [23], creado en 1977, alberga en la actualidad algo mas de 114000 estruc-
turas obtenidas por estos métodos experimentales, aunque muchas de ellas corresponden
a diversas formas cristalinas de una misma macromolécula, (con lo que el nimero de
macroestructuras diferentes es mucho menor). Muchas de estas estructuras juegan un rol
vital en vias metabdlicas criticas y pueden funcionar como blancos terapéuticos. Ademas,
la base de datos PDB alberga complejos ligando-receptor, lo que proporciona una infor-

macién estructural muy valiosa respecto del origen de las interacciones intermoleculares.

Si bien el nimero de estructuras depositadas en PDB para macromoléculas aumenta
en forma répida y continua con el paso del tiempo (figura 2.2), no resulta raro encon-
trar que las proteinas experimentalmente resueltas no pueden satisfacer por completo las
necesidades en el campo del descubrimiento de farmacos. En ausencia de coordenadas
espaciales de los atomos que definen la arquitectura del blanco molecular, una aproxima-
cién alternativa que puede utilizarse es la prediccién de dicha estructura [12]. A partir de
la secuencia de aminoacidos de la macromolécula de interés, pueden emplearse técnicas
de modelado comparativo (o por homologia), threading o también métodos Ab-Initio

[24].
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Figura 2.2: Evolucién del contenido de la base de datos Protein Data-Base (PDB). En
amarillo se indica el nimero de estructuras depositadas por ano; en azul el nimero de
estructuras totales (ltimo acceso: 20/01/2016)

Modelado de proteinas.

Cuando no se dispone de la estructura del receptor, se pueden construir modelos tri-
dimensionales tedricos, normalmente obtenidos por modelado comparativo, threading, o
por métodos Ab-Initio [24]. Estas herramientas se inspiran en el trabajo realizado por
Christian Anfinsen y colaboradores [25], quienes observaron que una cadena aminodci-
dica de ribonucleasa desnaturalizada en solucién alcanza el estado nativo en un tiempo
razonable. Estos experimentos sentaron las bases para demostrar que: (1) una proteina
puede ser identificada inicamente por su secuencia de aminodcidos; (2) esta secuencia
es la responsable de codificar la funcionalidad in-vivo de la proteina y (3) la secuencia
de aminoacidos contiene la informacién necesaria para que la proteina adquiera su for-
ma funcional, basdndose exclusivamente en las interacciones intramoleculares y con el

solvente que la rodea.

El modelado por homologia es una metodologia basada en la comparacion de la se-

cuencia de la proteina cuya estructura se quiere modelar (secuencia problema) con otra
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(u otras) cuya estructura es conocida (secuencia molde). En esta técnica la proteina pro-
blema y la que actia como molde se consideran homologas [26]. Debe tenerse en cuenta
que la homologia es una inferencia o una conclusién respecto de la existencia de una
relacion ancestral entre la secuencia problema y la secuencia molde; obtenida a partir
de la comparacién de las mismas [27]. Para llegar a esta conclusién inicialmente se debe
realizar un alineamiento entre ambas, que permita establecer su parecido. Los parametros
a considerar durante la comparacién son similitud e identidad, los cuales derivan de la
observacion del alineamiento. La similitud de secuencia hace referencia al porcentaje de
residuos alineados que tienen propiedades fisicoquimicas similares, por lo que pueden ser
mas facilmente sustituibles entre ellos. La identidad de secuencia se refiere al porcentaje
de aminoacidos idénticos alineados entre las 2 secuencias. Cuando un alineamiento revela
una similitud significativa entre un grupo de secuencias, estas pueden considerarse como
homologas. Si se conoce la estructura y funcién de una de estas secuencias “molde”, esta
informacion puede ser transferida a aquellas homoélogas cuya arquitectura tridimensional

no ha sido determinada atun.

El método de comparacién de plegamientos, o threading, consiste en la asignacion
de las coordenadas del esqueleto carbonado de una estructura molde a la secuencia pro-
blema, y la mediciéon de la plausibilidad del modelo tridimensional generado mediante
el célculo de una serie de pardmetros empiricos [28]. Mediante esta herramienta se pue-
den identificar proteinas con estructura conservada sin que presenten un origen evolutivo
comun [28]. El fundamento de esta metodologia es que, al momento, el nimero de plega-
mientos proteicos conocidos es muy reducido comparado con los millones de secuencias
proteicas. En consecuencia, muchas proteinas pueden adoptar plegamientos similares in-
cluso en ausencia de similitud en la secuencia [27]. Esto admite el desarrollo de métodos

computacionales para predecir la estructura proteica mas alla de relaciones de homologia.

Como su nombre lo sugiere, los métodos de prediccién Ab-Initio generan un modelo
basado solo en la informacién obtenida a partir de la secuencia de aminoacidos de la pro-

teina cuya estructura se quiere determinar. Los programas de prediccion generalmente
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son disenados utilizando los principios de la minimizacién energética: Estos algoritmos
buscan todas las posibles conformaciones que puede adoptar la secuencia, para encontrar
aquella que presenta el minimo de energia global [28]. La ventaja que presenta este tipo
de metodologias es que la prediccion no esta restringida a las estructuras tridimensiona-
les conocidas para macromoléculas. Sin embargo, dado que las leyes fisicoquimicas que
gobiernan el plegamiento proteico aun no son bien entendidas, las funciones de energia

utilizadas al presente son inexactas [26].

A continuacion se detalla el proceso de modelado comparativo por homologia, por
tratarse de uno de los mas empleados. Ademds, esta metodologia se empled en esta
investigacion para el modelado del blanco molecular (canal de sodio Navl.2 en estado

abierto) que fue finalmente utilizado en el cribado virtual de bibliotecas de compuestos.

Modelado por homologia. Procedimientos generales.

El procedimiento general para el desarrollo del modelado por homologia incluye las
siguientes etapas: (1) Identificacién de proteinas relacionadas a la problema que puedan
ser utilizadas como molde; (2) Alineamiento de secuencias entre las proteinas molde y
problema; (3) construccién del modelo tridimensional basado en las regiones alineadas y
en la prediccién de coordenadas de atomos no alineados; (4) refinamiento del modelo y

evaluacion del mismo (figura 2.3) [29].

1. Identificacion de proteinas molde: Inicialmente la secuencia del blanco mo-
lecular es usada como patrén de busqueda en bases de datos de secuencias con
estructura tridimensional conocida (PDB). En esta etapa los moldes con alta simi-
litud de secuencia son identificados por métodos de busqueda del tipo heuristicos
[30]. Estos algoritmos toman atajos para reducir el espacio de bisqueda, y de esta
forma aumentar la velocidad del proceso. Por lo tanto, mediante estos métodos
no se garantiza encontrar el mejor alineamiento entre la secuencia problema y las
secuencias de la base de datos, ya que priorizan la rapidez del célculo frente a

otros algoritmos mas exactos. Por otra parte los resultados deben presentar un
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Figura 2.3: Diagrama de flujo del proceso de modelado comparativo.

balance entre sensibilidad (es decir, la capacidad de detectar el maximo nimero
de verdaderos positivos), y especificidad (la capacidad de descartar los verdaderos
negativos); de manera que se rechacen el maximo nimero posible de falsos positivos
26]. Los métodos heuristicos més utilizados son BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) [31] y FASTA (Fast All) [30, 26].

Particularmente el programa BLAST mejora la velocidad de la bisqueda mientras
mantiene una buena sensibilidad, a través del fraccionamiento de las secuencias.
El primer paso entonces es crear una lista de posibles fragmentos de la secuencia
problema y de las secuencias de la base de datos. Estos fragmentos se denominan
“palabras“ y tipicamente se forman con 3 letras para proteinas (que codifican 3

aminodcidos), incluyendo todas las posibles combinaciones para cada secuencia.

El segundo paso es buscar en la base de datos secuencias que contengan la palabra

buscada u otras similares. En esta etapa se cuantifica el grado de similitud entre las
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palabras a comparar, mediante matrices que calculan la frecuencia de intercambio
entre pares de aminodcidos (matrices de puntuacion [32, 33]). En un tercer paso se
seleccionan las palabras provenientes de secuencias de la base de datos que son lo
suficientemente similares a las palabras de la secuencia problema. Esto se realiza
mediante el andlisis de la puntuacion obtenida en la etapa anterior, eligiendo aque-
llas que superan un valor de corte. El cuarto paso consiste en la prolongacion del
alineamiento desde la palabra inicial en ambas direcciones de las secuencias. Esta
extension continta hasta que la puntuacion del alineamiento cae por debajo de un
valor de corte (22 para proteinas) [34]. El segmento alineado resultante, originaria-
mente sin gaps, es denominado HSP (segmento de alta puntuacién o high scoring
segment pair). En una nueva version de BLAST el HSP se obtiene mediante la
extension del alineamiento en ambas direcciones usando métodos de alineamiento
mds exhaustivos, donde se permite la introduccién de gaps [34]. La extension con-
tinta hasta que la puntuacién se mantenga por encima de un valor de corte, de otra
forma se termina. El puntaje, basado en matrices de puntuacion, refleja el grado

de similitud entre las secuencias [35, 36].

Luego de encontradas secuencias similares a la problema, surge una de las limitacio-
nes mas importantes del método, que es saber si las coincidencias entre aminoacidos
son significativas, o si podrian deberse al azar (y por lo tanto no reflejar una rela-
cién de homologia). En BLAST, se utiliza un indicador estadistico conocido como
E-value (expectation value), que indica la probabilidad de que un alineamiento en-
tre pares de secuencias resulte por efecto del azar. La expresion matematica de

E-value estd representada por la ecuacion 2.1 [37]:

E=K-m-n-e™* (2.1)

Donde m es el numero de residuos totales de la base de datos, n es el numero de
residuos de la secuencia problema, K y A son parametros estadisticos determinados

empiricamente y S es el valor de la puntuaciéon del HSP. Mientras menor sea el
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E-value, menor es la probabilidad de que el alineamiento sea por efecto del azar y
por lo tanto mas significativo es el apareamiento. La interpretaciéon empirica para

el E-value es [37]:

E < 1e7® significa que hay una alta probabilidad que el apareamiento resulte

en un homologo.
» Sile™™ < E < 0,01 el apareamiento puede ser debido a homologia.

= Si 0,01 < F < 10 el apareamiento es no significativo, pero puede tratarse de

un homologo remoto. Se necesitan mas evidencias para inferir relacién.

= Si F/ > 10 las secuencias no estan relacionadas o su relacion es muy distante

y cae fuera de los limites de deteccion.

Debido a que E-value es proporcionalmente afectado por el tamano de la base de
datos, un problema observado es que cuando la base crece, el E-value para una

secuencia dada también se incrementa.

El “bit score” es otro indicador estadistico usado en BLAST. Mide la similaridad de
secuencia con independencia de la longitud de la secuencia problema y el tamano

de la base de datos. Es definido por la ecuacién 2.2:

, A S—InK

§' = o (2.2)

Por lo tanto, el bit score provee un indicador estadistico 1til para realizar bisquedas
en diferentes bases de datos [37]. Cuanto mayor es su valor, mas significativo es el

apareamiento entre secuencias.

Como regla general, una proteina de una base de datos tiene que tener al menos
un 30 % de identidad de secuencia con la proteina problema para ser seleccionada.
Ocasionalmente, a partir de un 20 % de identidad se considera aceptable y puede
ser usada como molde. Debe tenerse en cuenta que cuanto mayor sea el niimero

de aminodcidos que contienen las secuencias, mayor sera la probabilidad de que
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alcancen un determinado score por azar [38]. Cuando en la bisqueda, se encuentran
miultiples estructuras con similitud significativa, es recomendable que se seleccionen
aquellas con mayor porcentaje de identidad. Otro criterio a tener en cuenta es la

resolucién de la estructura tridimensional del molde.

2. Alineamiento: Una vez que la estructura con la mayor similaridad de secuencia es
identificada como molde, toda la longitud de la secuencia patrén y la proteina pro-
blema necesitan ser realineadas usando algoritmos de alineamiento mas exhaustivos.
Este es el paso critico en el modelado por homologia, ya que afecta directamente
al modelo final. Un alineamiento incorrecto puede llevar a una designacién errénea
de los residuos homologos y, por lo tanto, a un modelo estructural inexacto. Los

errores cometidos en esta etapa no pueden ser resueltos en las siguientes etapas.

El objetivo final del alineamiento de secuencias es encontrar el mejor apareamiento
entre las mismas, tal que haya la maxima correspondencia entre los aminoécidos.
Maximizar el alineamiento significa encontrar las operaciones, es decir, sustitucio-
nes, deleciones e inserciones, que permitan transformar una secuencia en otra. A
partir de una funcién f, se determina el peso de cada una de estas operaciones.
Ademas, la probabilidad de que un residuo sea reemplazado por otro en dos se-
cuencias a comparar se encuentra cuantificada en las matrices de sustitucion. Las
mé&s comunmente utilizadas son las matrices PAM [32] y BLOSUM [33], las cuales
incluyen informacion de sustituciones que reflejan la posibilidad de una historia

evolutiva comun entre secuencias. A continuacién se describen muy brevemente.

Las matrices PAM (del inglés: point accepted mutation) fueron desarrolladas ini-
cialmente por Margaret Dayhoff y se basan en el analisis de mutaciones permitidas
en las secuencias de aminodcidos durante el proceso evolutivo [32]. En su desarrollo
se utilizo una base de datos con 1572 mutaciones encontradas en los arboles filo-
genéticos de 71 familias de proteinas, donde cada familia consiste en un conjunto
de macromoléculas muy relacionadas (con un porcentaje de identidad igual o ma-

yor al 85 %) [32]. Estas matrices tienen un tamano de 20 x 20, donde se coloca en
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la primera fila y columna cada uno de los 20 aminoacidos esenciales. Las celdas
en las que se interceptan cada par de aminoacidos corresponden a la probabilidad
de intercambio de un aminoacido por otro. La matriz PAM1 corresponderia a una
divergencia de 1% en la secuencia de una proteina respecto a otra (un aminodcido
reemplazado por otro cada 100 residuos). Para obtener una matriz PAM que indi-
que un proceso evolutivo més largo (un porcentaje de N mutaciones aceptadas en

100 aminodacidos), se multiplica la matriz PAM1 por si misma N veces [32].

Las matrices BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matriz) fueron creadas por Henikoff
y Henikoff [33]. Estos investigadores derivaron las probabilidades de sustitucién en-
tre aminodcidos a partir de un conjunto de unos 2000 motivos conservados (blocks)
encontrados en una base de datos de alrededor de 500 proteinas relacionadas. Para
asignar la probabilidad de intercambio generaron n clusters de proteinas, de manera
que todos aquellos motivos que presentan, por ejemplo, un 60 % de identidad, se
agrupan para evaluar las probabilidades de mutacién. De alli se deriva la correspon-
diente matriz BLOSUMG60. A diferencia de las matrices PAM todas las matrices se
calculan directamente y no se utilizan extrapolaciones [33]. Valores positivos corres-
ponden a sustituciones que ocurren mas frecuentemente, por el contrario, valores

negativos indican sustituciones poco frecuentes [33].

Por otra parte, debe mencionarse que existen dos estrategias de alineamiento posi-
bles: el alineamiento global y el local. En el alineamiento global, las dos secuencias
a ser alineadas se asumen similares en cuanto a su tamano. El proceso se lleva a
cabo desde el principio hasta el final de las dos secuencias, para encontrar el mejor
alineamiento posible. Este método es aplicado para alinear secuencias relacionadas
y del mismo tamano. Para secuencias mas divergentes y de longitud variable, puede
no generar resultados éptimos, ya que suele fallar en el reconocimiento de regiones

locales con alta similitud.

Una estrategia general de alineamiento global es el algoritmo desarrollado por Need-
leman y Wunsch [39]. En una primera etapa se construye una matriz en cuyos ejes

se colocan las secuencias a comparar. Posteriormente se van completando las celdas
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de la matriz, comenzando por la primera fila de una de las secuencias, que es usada
para escanear a través de toda la otra secuencia. Se coloca entonces en cada celda
“(1,j)” un valor de puntuacién resultante del anélisis del apareamiento de los resi-

W
1

duos ubicados en las posicién de una secuencia y “j” de la otra. La puntuacién

de cada celda, F'(i,j) estda dada por la ecuacién 2.3:

F(i—1,7j—1)+ s(x,y)
F(i,j) =max { F(i—1,5)

—d (2.3)
F(i,j—1)—d

Es decir, se elije el valor maximo entre tres niimeros posibles relacionados. El valor
s(x, y) corresponde al valor determinado por la matriz de sustitucién utilizada
para el par de aminoacidos (z, y) a analizar (BLOSUM62, por ejemplo) y d es la
penalizacién que se decide adjudicar al alineamiento de un aminoacido de una de
las secuencias con un hueco o gap. Como se muestra en la ecuacién, la evaluacion
de la segunda fila tiene en cuenta los resultados obtenidos en la primera. Este
proceso se repite hasta que se encuentran los valores de todas las celdas. El paso
siguiente es encontrar el patréon que representa el alineamiento éptimo. Esto se
realiza por el rastreo en orden inverso desde el borde inferior derecho de la matriz
al borde superior izquierdo. El mejor alineamiento es el que tiene el maximo valor

de puntuacién [39].

El alineamiento local no asume que las secuencias sean similares en cuanto a su
tamano. Solo busca regiones locales con la mayor similitud y se alinean esas regio-
nes sin considerar el resto de las secuencias. Este acercamiento resulta apropiado
para alinear secuencias divergentes conteniendo solo médulos similares (motivos o
dominios). Se basa en el algoritmo propuesto por Smith y Waterman [40] y utiliza
una ecuacion similar a la de Needleman y Wunsch [39], pero con algunas modifica-
ciones. Al igual que en el modelo anterior, las dos secuencias se colocan en los ejes
de una matriz rectangular, aunque se introduce una fila y una columna inicial cu-

yos elementos matriciales valen cero. Posteriormente las celdas (7, j) se completan
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mediante una puntuacion segun la ecuacion 2.4:

0

F(i,j) = max F(l a 17]: — 1)+ slay) (2.4)
F(i—-1,7)—d
F(i,j—1)—d

\

En este caso, solo se asignan valores positivos o cero en los apareamientos. El
recuento para obtener el mejor alineamiento se inicia en sentido inverso, pero a
diferencia del alineamiento global, se puede iniciar y finalizar en el interior de la
matriz, iniciando con la posicién de mayor puntuacién y continuando hasta dar con

una celda con el cero [40].

. Construccion del modelo: Una vez encontrado el alineamiento éptimo se inicia
el proceso de generaciéon de la estructura de la proteina problema. Los métodos para
la construccion del modelo estructural se clasifican de acuerdo a cémo realizan la
transferencia de la informacién de la estructura conocida a la secuencia problema.
Entre los méas utilizados se pueden mencionar: el ensamblado de cuerpo rigido
(rigid body assembly) [41], los de evolucién artificial (artificial evolution) [42], y los

métodos de restricciones espaciales (spatial restraint) [43].

En el método del ensamblado de cuerpo rigido, inicialmente se determina que re-
giones son conservadas y cuales varian en el alineamiento. Se considera que los
residuos en las regiones conservadas de la proteina problema pueden asumir una
estructura similar a los de la proteina molde. Por lo tanto, las coordenadas de los
residuos correspondientes a la proteina molde pueden ser simplemente copiadas a
los residuos de la secuencia problema. Si los dos residuos son idénticos, las coor-
denadas de las cadenas laterales son copiadas junto con las de los atomos de la
cadena principal [41]. Si, en cambio, son diferentes, solo los dtomos de la cadena
principal son copiados y los atomos de la cadena lateral seran reconstruidos en un

paso posterior. Las regiones no conservadas generalmente aparecen como regiones
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de aberturas (gaps) producidas por inserciones o deleciones. Estos gaps no pueden
ser directamente modelados, produciéndose “agujeros” en el modelo tridimensional.
Cerrar estos agujeros requiere modelar las regiones faltantes, lo que genera la ma-
yor fuente de error en el modelo. Posteriormente se abordard en mayor detalle esta

etapa (apartados “modelado de loops” y “modelado de cadenas laterales”) [41].

El método de evolucion artificial, supone que la estructura molde es una especie de
estructura “padre”; a partir de la cual se fue generando la estructura del blanco de-
bido a las modificaciones evolutivas [42]. En estas condiciones se supone improbable
que este proceso se haya desarrollado en un solo paso. En cambio, es de esperar que
la variacion sea producto de multiples pasos, con cambios minimos en cada etapa.
De esta manera, este método consiste en la generacién de cambios (u operaciones)
como mutaciones, inserciones y deleciones que modifiquen la estructura molde paso
a paso hasta llegar a la estructura de la secuencia problema. Cada operacion es
evaluada en términos energéticos y es seguida de una pequena minimizacion de
energia para remover choques entre atomos. La estructura final es también mi-
nimizada. Las operaciones que producen un cambio favorable en la energia son
aceptadas y el proceso continuia hasta que la estructura blanco es completamente

modelada [42].

El método de satisfaccion de restricciones espaciales es el que implementa el progra-
ma MODELLER [43, 44, 45] utilizado en esta tesis. Inicia generando restricciones
en la estructura tridimensional de la proteina problema basadas en el alineamiento
de esta con la estructura de la proteina molde. Estas restricciones son obtenidas asu-
miendo que la distancia entre dos residuos del modelo de la estructura problema es
similar a la distancia entre los dos residuos correspondientes al molde resultante del
alineamiento. Ademads se adicionan restricciones estereoquimicas transfiriendo va-
lores de angulos de enlace, distancia de enlace, angulo de torsion e interacciones no
covalentes presentes en la estructura molde. Pueden agregarse también restricciones
adicionales obtenidas por técnicas experimentales, incrementando la exactitud del

modelo obtenido. Finalmente, la estructura es optimizada mediante la minimizacién
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energética a partir del uso de campos de fuerza de mecanica molecular.

Modelado de loops:

La prediccién de las estructuras tridimensionales de los loops es mas dificil que para
el caso de las a-hélices u otras regiones més regulares, debido a que exhiben una
gran variabilidad estructural. Este modelado puede realizarse a través de métodos
de busqueda en bases de datos [46, 47], métodos Ab-Initio [48, 49, 50, 51, 52] o

mediante la combinacién de ambas aproximaciones [53].

Los métodos de buisqueda en bases de datos consisten en seleccionar partes de pro-
teinas de estructura tridimensional conocida que puedan “encajar” entre las dos
regiones troncales (ya modeladas) de la proteina problema. El procedimiento inicia
midiendo la orientacién y la distancia entre estas regiones y buscando en bases de
datos segmentos del mismo tamano que se ajusten a la zona a modelar. Usualmente,
se encuentran muchos segmentos alternativos que pueden ubicarse en esta region.
Por lo tanto, la mejor estructura de loop se puede seleccionar en base a la similitud
de secuencia entre el fragmento encontrado y el fragmento “sin molde” de la se-
cuencia problema. Otro criterio de seleccion es asignar aquella estructura capaz de
minimizar choques estéricos con las regiones vecinas. Finalmente, la conformacion

del mejor fragmento es copiada en la region [45].

En el caso de los métodos ab-initio se generan las estructuras tridimensionales de
los loops mediante diferentes estrategias de busqueda conformacional como, por
ejemplo, mediante métodos sistematicos o por métodos estocasticos. Se buscan
conformaciones mediante la comparacién de funciones de puntuacion o de energia,

eligiéndose aquellas correspondientes a los valores mas bajos [45].

Modelado de Cadenas laterales:

Una vez obtenido el esqueleto estructural de la proteina, las cadenas laterales pue-
den, en principio, ser construidas mediante un andlisis conformacional de cada
angulo de torsion. Aquellas conformaciones mas favorables en términos de energia

de interaccion seran las seleccionadas para incorporar al modelo. Sin embargo, esta
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aproximacion es computacionalmente prohibitiva en la mayoria de los casos. Muchos
de los programas de modelado actuales utilizan librerias de rotameros para resolver
este inconveniente. En estas bases de datos se almacenan los dngulos diedros pre-
ferencialmente encontrados para las cadenas laterales de proteinas en estructuras
cristalograficas. Cada uno de los conférmeros es puntuado segiin la frecuencia con
que se encuentran experimentalmente. El empleo de estas librerias reduce signifi-
cativamente los tiempos computacionales, debido a que solo se evaliia un pequeno
nimero de angulos de torsién favorables. Solo aquellas conformaciones que generen
una energia favorable de interaccion con los d&tomos vecinos son consideradas como

estructuras posibles [54].

En muchas ocasiones aun con el uso de estas librerias de rotameros el costo compu-
tacional necesario para resolver el modelo estructural es muy alto. Para reducirlo
se puede tener en cuenta la conformacién de la cadena principal. Se ha demostra-
do que hay una correlacién entre ciertos rotameros y la disposicién espacial de la
cadena peptidica. Por lo tanto, un gran niimero de rotameros puede ser eliminado
por el uso de estas correlaciones. Una vez agregado el rotamero mas frecuente, la
conformacién debe ser evaluada y optimizada para minimizar los efectos estéricos

con el resto de los atomos [54].

4. Refinado y evaluacion: En los procesos de modelado, tanto de loops como de las
cadenas laterales de aminoacidos, se aplican cédlculos de la energia potencial para
evaluar la calidad de los resultados. Sin embargo, esto no garantiza que el modelo
final completo esté libre de irregularidades estructurales, tales como angulos de
enlace, distancias de enlace y hasta contactos entre atomos desfavorables. Esta
clase de irregularidades estructurales se corrigen por la aplicacién de un proceso de
minimizacion energética sobre el modelo entero, el cual mueve los &tomos de modo
que toda la estructura adquiera una conformaciéon de baja energia potencial. El
objetivo es reducir las colisiones y la tension estérica, sin alterar significativamente

la estructura global. Este proceso se denomina refinamiento del modelo.
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Otro procedimiento de refinamiento utilizado a menudo es la dindmica molecular.
Esta practica es derivada de la idea de que la minimizacién de energia solo mueve
los atomos hacia un minimo de energia local sin pasar por todas las posibles con-
formaciones, resultando muchas veces en una estructura subdoptima. Mediante la
dindmica molecular se hace un barrido conformacional mas amplio, permitiendo a
las macroestructuras acceder a mayor cantidad de estados diferentes y representa-

tivos de la superficie de energia potencial.

Finalmente, el modelo completo tiene que ser evaluado para asegurar la calidad de
la estructura tridimensional obtenida. Por un lado es posible observar anomalias
en los angulos del esqueleto carbonado de la proteina (denominados psi () y phi
(¢)) mediante graficos de Ramachandran [55]. Otros programas evalian la estereo-
quimica del modelo obtenido mediante la comparacion de parametros como tamano
de los enlaces, dangulos de enlaces, planariedad de enlaces peptidicos y de anillos
aromaticos, etc.; con los valores encontrados experimentalmente. De esta manera se
pueden detectar regiones de la secuencia que pueden considerarse bien modeladas y
otras que no lo estan. Ejemplos de estos softwares son PROCHECK [56] y WHAT-
CHECK [57], entre otros. Adicionalmente existen programas como VERIFY3D [58]
o PROSALII [59] que evaliian la capacidad de adaptacion de la secuencia problema a
la estructura adoptada. En estos casos se asigna una puntuacién a cada aminoaci-
do, lo que permite controlar la presencia de irregularidades residuo por residuo, e
identificar zonas mal modeladas (o que requieran un nuevo refinamiento del mo-
delo). Debe aclararse en este punto que el proceso de modelado debe repetirse si
es necesario desde el comienzo hasta que los resultados obtenidos en la evaluacion

sean satisfactorios.

Como se menciond anteriormente, la estructura tridimensional del blanco molecular
(obtenida mediante métodos experimentales o por los modelos de prediccion), resulta
indispensable para el disefio racional de farmacos mediante cribado virtual basado en

el receptor. Conseguida esta macromolécula, el paso siguiente es evaluar su capacidad
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de interaccién con una biblioteca de pequenos compuestos (posibles candidatos a farma-
cos) en forma virtual. Para ello generalmente se realizan simulaciones utilizando docking

molecular.

Docking molecular.

El docking molecular, o simplemente docking, es una simulacion computacional orien-
tada a predecir la conformacién del complejo ligando — receptor, donde el receptor es
usualmente una proteina o un acido nucleico y el ligando puede ser una molécula pe-
quena u otra proteina. El objetivo de esta herramienta es comprender y predecir el
reconocimiento entre dos moléculas tanto a nivel estructural (encontrando el modo de
unién entre ambos), como energético (prediciendo el valor de la afinidad de unién del

complejo) [60].

Al momento, las propiedades moleculares responsables de este reconocimiento son
dificiles de identificar, entender y sobre todo, de simular en una computadora [60]. Sin
embargo, los programas de docking intentan encontrar la mejor forma de unién entre
moléculas teniendo en cuenta diversos parametros como la complementariedad geométri-
ca, la flexibilidad de las estructuras y las interacciones intermoleculares. Como resultado
estos softwares devuelven las orientaciones predichas del ligando en el sitio de unién del
receptor (también denominadas “poses”). Usualmente el proceso de busqueda del modo
de unién devuelve varios resultados posibles. Para determinar cual es el méas probable
se utiliza una funcién de evaluacion. Este valor ordena las poses obtenidas asociandoles
un valor numérico relacionado con la energia libre de unién del complejo, que permite

seleccionar las mejores posiciones relativas ligando-receptor [61].

Por otra parte, existen diferentes aproximaciones respecto del grado de flexibilidad
con que se considera el ligando y el receptor en la simulacion. Se habla de docking rigido
cuando se propone al ligando y al receptor como cuerpos rigidos, limitando el proceso
de busqueda de poses a encontrar la mejor complementariedad geométrica/fisicoquimica

posible. Por su parte, el docking flexible involucra el acceso a diferentes conformaciones del
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ligando, del receptor o de ambos al mismo tiempo [61]. Las capacidades computacionales
actuales permiten el empleo de docking flexible durante el cribado virtual, pero con
limitaciones que no son menores (como se detallard posteriormente). De hecho, considerar
correctamente la flexibilidad del sistema es uno de los mayores desafios en este tipo de

herramientas de modelado [60].

De lo explicado anteriormente se desprende que en un proceso de simulacién por
docking conviven dos tipos de algoritmos: uno encargado de generar diferentes confor-
maciones relativas entre ligando-receptor, y otro capaz de evaluar numéricamente las
interacciones moleculares en cada una de esas conformaciones; a fin de determinar cudles

son las mas probables. A continuacién se describen estos algoritmos.
Métodos de busqueda:

El modo de unién del ligando con respecto al receptor es definido por la conformacién
adoptada (dngulos de torsién de cada enlace rotable), la posicién (coordenadas z, y, z)
y orientacién (dngulos de Euler, cuaterniones, etc) en el sitio activo [62, 63]. Cada una
de estas variables describe un grado de libertad en un espacio de busqueda multidimen-
sional. Un algoritmo de busqueda riguroso deberia muestrear todos los modos de union
entre las dos moléculas involucradas en el docking. Sin embargo, esto es impractico en
términos computacionales debido al gran tamano del espacio conformacional del ligan-
do [64]. Adem4s, el problema se incrementa si se considera, por un lado, la flexibilidad
del receptor y por otro el tamano de las bases de datos de miles de ligandos que sue-
len utilizarse en el cribado virtual [22]. Consecuentemente, solo una pequena parte del
espacio conformacional suele ser muestreada, y esta exploracion debe ser realizada con
la suficiente exactitud como para identificar la conformacion que mejor interacciona con
la estructura del receptor. Ademads, debe ser adecuadamente rapida como para permitir
la evaluacién de miles de compuestos en una corrida de docking [60]. Los métodos de
busqueda mas utilizados son los denominados sistematicos y los estocdsticos, los cuales

se describirdn brevemente a continuacion.
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1. Métodos sistematicos: estas técnicas incorporan la flexibilidad del ligando median-

te la exploracién de todos los grados de libertad en la molécula. En algunos casos

incluyen también movilidad en algunos residuos del receptor. Pueden dividirse en

tres tipos principales: métodos de busqueda de conformaciones, métodos de frag-

mentacién y métodos de bases de datos [64].

(a)

Métodos de bisqueda de conformaciones: todos los enlaces capaces de rotar en
el ligando son sistematicamente modificados 360 grados usando un incremento
fijo (por ejemplo cada 10 grados). Se generan, entonces, un gran nimero de
conformaciones resultantes de todas las combinaciones posibles de angulos de
torsién, las cuales son evaluadas [12]. El mayor problema es el gran nimero
de rotameros creados, el cual se incrementa enormemente con el nimero de
enlaces méviles. Este fendmeno es conocido como explosién combinatoria [65].
Por lo tanto, la aplicacion de este tipo de métodos, en su forma pura, es muy
limitado. Normalmente se aplican restricciones en los angulos de torsion y

limitaciones para reducir la dimensionalidad del problema [12].

Métodos de fragmentacién: esta herramienta es una de las mas utilizadas para
introducir la flexibilidad del ligando en los programas de docking molecular.
En este caso el ligando “se corta”, mediante la ruptura de enlaces capaces de
rotar, en fragmentos que son dockeados en forma separada en el sitio activo
del receptor. Los fragmentos rigidos (o los de mayor tamano) son anadidos
inicialmente y funcionan como un “ancla” sobre el cual se van anadiendo los
siguientes fragmentos. Estos tltimos se van incorporando en todas las confor-
maciones posibles, y se van seleccionando aquellas que no presenten efectos
estéricos negativos entre atomos del ligando o con el receptor. De esta forma el
ligando se va construyendo gradual e incrementalmente sobre el sitio de unién
[63]. Los programas que implementan este tipo de algoritmo son DOCK [66],
FlexX [67], Hammerhead [68], entre otros. (figura 2.4)

Métodos de bases de datos: en este caso se utilizan librerias de conformaciones

pre-generadas para tratar la flexibilidad del ligando. Estas conformaciones son
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Figura 2.4: Método de fragmentacién. A) El ligando es cortado en varios fragmentos; B)
El fragmento “ancla” es posicionado sobre el sitio de unién del blanco; C) El siguiente
fragmento se une luego del inicial; D y E) Los siguientes fragmentos se anaden secuen-
cialmente. Adaptado de Ferreira y col. [69] bajo licencia Creative commons attribution.

subsecuentemente sometidas a un proceso de docking rigido [64]. Por ejemplo,
el programa FRED [70] utiliza librerias de dngulos de torsién y de anillos
para identificar y enumerar enlaces capaces de rotar y anillos flexibles. Los
conférmeros que luego del docking muestran efectos estéricos negativos o una
tension elevada en sus angulos de torsion son descartados. Por el contrario,
aquellos con interacciones favorables son separados en clisters segtin su ubi-

cacion en el sitio activo, y se retienen los centroides de cada clister [70].

2. Los métodos estocasticos operan generando cambios al azar en los grados de libertad

del ligando en una conformacién inicial y, en algunos casos, también residuos del
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receptor. La nueva conformacién obtenida es evaluada con la funcién de evaluacion
del docking, que analiza la energia de interaccién en el complejo formado. Con
este resultado se analiza si la conformacién es aceptada o rechazada, mediante una
funcion de probabilidad. Los métodos mas utilizados son: el método de Metrépolis
— Monte Carlo [71, 72], el método de simulated annealing [61] y los algoritmos
genéticos [60].

(a) Método de Metrépolis — Monte Carlo [71, 72]: en esta técnica se genera una
conformacién inicial al azar del ligando en el sitio de unién (e). Esta configu-
racion inicial es puntuada mediante el empleo de la funcién de evaluacion del
docking. Luego se crea una nueva configuracion al azar (e’), la cual también
es puntuada. Segin el criterio de Metrépolis [73], la probabilidad de aceptar
una solucién estd dada por el valor de su puntuacion: Si la nueva solucién
es mejor que la anterior (es decir que el valor de la funcién de evaluacion de
esta es menor a la anterior) la probabilidad de aceptacién es igual a 1. En
este caso la nueva solucion es aceptada. Si por el contrario, la nueva solucién
es desfavorable (el valor de la funcién de evaluacién es mayor), entonces el
cambio conformacional se estima segun la funciéon de distribucién de energias

de Boltzmann (ecuacién 2.5).

1 si f(e') < f(e)

P(f(e), f(e) = exp (f(e) — f(€)
k

2.5
TN =m0

si P(f(e), f(€')) >na se acepta la nueva conformacién

Donde f(€’) es la funcién de puntuacién aplicada a la conformacién (¢’), f(e)
es la correspondiente a la conformacién (e), k es la constante de Boltzmann
y T es la temperatura de trabajo. En el caso de que f(e’) sea mayor que f(e)
se acepta la nueva conformacién si la funciéon de distribucion de Boltzmann

supera un numero aleatorio n4 entre 0 y 1 (ecuacién 2.5).
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La operacion se repite y se da por finalizada una vez que se alcanza un ntimero
predeterminado de bisquedas o cuando se consigue un ntimero suficiente de
poses [12].

La principal ventaja del método es que los cambios generados en las conforma-
ciones pueden ser muy grandes, permitiendo asi atravesar barreras energéticas
en la superficie de energia potencial, un aspecto dificil de alcanzar en otros

métodos [63].

Simulated Anneling o recocido simulado [74]: Al igual que en el método de
Metrépolis-Monte Carlo, en esta simulacion se produce una variacion al azar
de los grados de libertad del sistema generando, partir de una conformacion
inicial del ligando, una nueva conformacion que se evaliia en su interaccion
con el receptor. Para esto se utiliza la funcién de evaluacién proveniente del
docking que luego es comparada con el valor obtenido para la conformacion
anterior mediante el criterio de Metrépolis [75]. Sin embargo, en este método
el analisis contempla también la variacién de la temperatura, la cual influye
en el criterio de decisién de Metrépolis (ecuacién 2.5). El proceso es dividido
en un numero predefinido de ciclos, los cuales permanecen a una temperatura
constante. La temperatura se reduce al inicio de cada ciclo, que comienza con
la conformacién de menor energia obtenida durante el ciclo anterior. De esta
manera las poses generadas son sucesivamente refinadas, ya que la simulacion
se encuentra controlada por la temperatura. Los métodos de simulated annea-
ling realizan tanto una bisqueda global como a nivel local. A altas temperatu-
ras, la biusqueda conformacional puede considerarse global ya que se permite
la transicion a través de las barreras energéticas que separan los valles de
energia. Posteriormente, cuando se alcanzan temperaturas bajas, la bisqueda

se restringe a zonas aledafas a un determinado valle (minimo energético) [74].

Los algoritmos genéticos adaptan los conceptos de la teoria evolutiva a la reso-
lucién de problemas computacionales [76]. En general el proceso de busqueda

se basa en la generacion de una poblacion de soluciones candidatas sobre las
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que iteraciones sucesivas dan lugar a una seleccién competitiva, que elimina
aquellas soluciones con un valor desfavorable de la funcién de evaluacién (o
fitness function) [76]. En la aplicacién de los algoritmos genéticos al docking
molecular, una posicion particular de un ligando sobre la proteina puede ser
definida por un conjunto de variables que describen la traslacion, orientacion y
conformacion de este sobre la macromolécula. Cada una de estas corresponde
a un gen, que en su conjunto constituyen el genotipo o cromosoma; mientras
que la posicién del ligando relativa la proteina, corresponde al fenotipo (Figura
2.5) [77]. Dicho de otro modo, una determinada conformacién de un ligando
en un receptor puede codificarse en un cromosoma, el cual se divide en genes
(representando cada una de las variables que describen la ubicacién de los
atomos del ligando). A su vez podemos agrupar a los genes en varios alelos,
relacionados con los posibles valores que puede adoptar una variable concre-
ta. Normalmente, los cromosomas se codifican mediante cadenas (strings) que
pueden contener valores binarios, valores enteros o incluso valores reales en

coma flotante. [77].
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Cromosoma

Genes Traslacion Rotacién Torsion

Variables tl 2

q1g2q3q4

Figura 2.5: Representacion de las variables de estado en cromosomas.

El algoritmo inicia con la generacion de una poblacién de conformaciones de
partida (también llamadas cromosomas o individuos) generados al azar. Cada
una de estas se evalia segun la funcion de evaluacion del docking y se seleccio-
nan los mejores candidatos (aquellos conférmeros que mejor interaccionan con
el receptor). Sobre estos individuos se aplican operadores de recombinacién
y mutacion, dando lugar a una nueva generaciéon. En el proceso de recombi-
nacién se produce un entrecruzamiento de genes entre un par de individuos
seleccionados al azar, lo que genera nuevas conformaciones. Las mutaciones
consisten en el cambio al azar de un alelo por otro en un gen. Con el nuevo
conjunto de candidatos obtenidos, la seleccion de los individuos para la nueva
generacion se realiza nuevamente por la funcién de evaluacién del docking. El
célculo finaliza luego de un ndmero pre-establecido de generaciones (Figura

2.6) [77].
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Poblacion inicial

Maximo namero
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Entrecruzamientos /
mutaciones

Nueva generacion

Figura 2.6: Esquema de un algoritmo genético

Una variacion a la metodologia de bisqueda de conformaciones basada en al-
goritmos genéticos es la implementada en el programa de docking molecular
Autodock desde la version 3 en adelante [77, 78]. Esta modificacién consiste en
la aplicacién de un método de minimizacion local de energia a cada individuo
(Figura 2.7). Los candidatos construidos mediante mutaciones y entrecruza-
mientos en una generacién son sometidos a una minimizaciéon local basada en
la funcién de evaluacién del docking. En esta implementacién, denominada al-
goritmo genético “Lamarckiano”, se produce un intercambio entre los espacios
genotipico y fenotipico. El espacio genotipico es definido por los operadores
genéticos (recombinacién y mutaciones), mientras que el espacio fenotipico
consiste en la funcién de energia a ser optimizada. La minimizacion energéti-
ca (busqueda local) es realizada en el espacio fenotipico, posteriormente a los

cambios genotipicos sobre la poblacién (bisqueda global) [77].
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Figura 2.7: Esquema de busqueda por algoritmos genéticos lamarckianos en relacion a

algoritmos genéticos puros

Como se detall6 previamente, los métodos de busqueda conformacional aplicados a
la simulaciéon por docking deben complementarse con una funciéon de evaluacién que
clasifique los distintos modos de unién posibles entre el ligando y el receptor [79]. A

continuacién se enumeraran las funciones de puntuacion mas utilizadas.
Funcién de evaluacion:

La asociacién no covalente entre dos moléculas es gobernada por la termodinamica
general. Al igual que otros procesos espontaneos, la interaccién ocurre solo cuando se
produce un cambio negativo de la energia libre (AG). La energia libre se obtiene a través

de la ecuacién de Gibbs-Helmholtz (ecuacién 2.6) [80]:

AG = AH-TAS (2.6)

Donde AG es la energia libre de unién, AH es la entalpia, T es la temperatura en
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grados Kelvin y AS es la entropia.

La entalpia en estos sistemas refleja la especificidad y la fuerza de las interacciones
entre las moléculas. Estas interacciones pueden ser del tipo idnicas, puentes de hidro-
geno, electrostaticas (coulémbicas), de van der Waals, entre otras. La entropia puede
describirse, en forma simplificada, como una medida de la dindmica del sistema. La for-
macién de un complejo estable refleja una pérdida de la entropia debido a la reduccién
del movimiento de sus moléculas componentes (y por lo tanto, en los grados de libertad
de traslacion, rotaciéon y conformacionales de ambas partes). Sin embargo, los efectos
de la desolvatacion (como la reorganizacion del solvente o la liberacién de las molécu-
las de agua unidas estrechamente a la superficie molecular) también pueden contribuir

significativamente a la energia libre de unién [81, 82].

La constante de union en el equilibrio (K}) para la formacion de un complejo (LR)
entre un ligando (L) y un receptor (R) esta relacionada con la energia libre a través de

la ecuacién 2.8:

L+R=LR (2.7)
AG = AG°+ RTIn K, (2.8)
Donde AG® es la energia libre estandar (298°K, 1 atm de presién y los componentes

a 1 Molar). Bajo condiciones de equilibrio, AG es igual a cero, a partir de lo cual se

obtiene 2.9:

AG® = —RTI K, (2.9)

La funcion de evaluacién en un programa de docking se construye teniendo en cuenta
los fenémenos fisicoquimicos involucrados en la energia libre de unién (como los descriptos

anteriormente). Su capacidad para predecir la afinidad de la unién ligando-receptor es
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una de las caracteristicas més importantes de un programa de docking molecular. Incluso
cuando el algoritmo de generacién de conformaciones sea capaz de predecir correctamente
aquellas poses que verdaderamente interaccionan con el blanco molecular, el método no
tendra éxito si la funcién de puntuacién no es capaz de diferenciarlas de las incorrectas
[60]. Mientras mayor sea el niimero de pardmetros fisicoquimicos evaluados, mayor sera la
precision de la funcién de evaluacion. Sin embargo, el costo computacional se incrementa
con el nimero de variables incluidas. Idealmente, un algoritmo eficiente debe ofrecer
un balance entre la precisién y la velocidad, lo cual es critico al trabajar con grandes

conjuntos de ligandos [69].

Las funciones de evaluacién aplicadas tradicionalmente se clasifican en tres grupos
principales: basadas en campos de fuerza (force field — based), empiricas y basadas en el

conocimiento (knowledge-based).

1. Funciones de evaluacién basadas en campos de fuerza (Force field — Ba-
sed): Estas funciones de puntuacién aproximan la energia libre de unién en base
a una ecuacién que describe las interacciones atémicas (mediante la suma de las
contribuciones electrostéticas, de van der Waals, puentes de hidrégeno, etc.) y las
fuerzas torsionales, de estiramiento y flexién de los enlaces. En cuanto a su forma
funcional, el termino correspondiente a las interacciones de van der Waals entre
pares de atomos i y j es generalmente descripto mediante los potenciales de Len-
nard — Jones, dependientes de la distancia interatémica r;; (ecuacién 2.10). Estos
potenciales, también conocidos como potenciales 6 — 12 (en alusién a los exponentes
numéricos de ambos términos dentro de los paréntesis) comprenden la suma de dos
términos, un término atractivo que prevalece a distancias largas y un término repul-
sivo que, por el contrario, predomina a cortas distancias. El término electrostatico
es descripto como una formulacién Coulémbica entre las cargas ¢; y ¢;, con una
funcion dieléctrica dependiente de la distancia ey, que reduce la contribucién de
las interacciones carga—carga (ecuacién 2.11) [60]. Algunas funciones también in-

corporan un término correspondiente a las interacciones de puente de hidrégeno,
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las cuales pueden representarse de distinta manera [60].

Boaw (r) = i iéle [(‘;—j)u - (%)6] (2.10)

N N
Ecoulomb(/r) = Z A Z B 44 B (211)

Por lo general, a cada componente energético se le agrega coeficientes obtenidos
mediante cdlculos ab-initio o de origen empirico (generados mediante el ajuste con
datos experimentales), ya que los métodos de calculo utilizados no tienen relacién

y, por lo tanto, presentan escalas diferentes [83, 84].

Una de las mayores limitaciones de los métodos basados en campos de fuerza se en-
cuentra en la descripcién de la contribucion entrépica. Esta falla se debe a la ausen-
cia de un modelo fisico razonable que describa dicha contribuciéon. Ademas, el sol-
vente no es modelado explicitamente, lo que dificulta la estimacion del fenémeno de
desolvatacién [69]. Para mejorar esta deficiencia algunas funciones incluyen térmi-
nos empiricos, con el objetivo de representar al componente entropico debido a la
presencia del solvente y a los cambios conformacionales producto de la unién. Estas

funciones de evaluacién suelen denominarse también como semiempiricas [85].

Existen muchas funciones de evaluacion basadas en campos de fuerza, entre las mas
populares se encuentran D-Score [86], G-Score [87] (basadas en el campo de fuerza
Tripos), GoldScore [88] y Autodock [85] (basadas en el campo de fuerza AMBER)
89, 90].

2. Funciones de evaluacion empiricas: Estas funciones de puntuacién son desa-
rrolladas para reproducir datos experimentales y se basan en el concepto de que la
afinidad de unién puede aproximarse por la suma de varios términos individuales
no relacionados [64]. Estiman la energia libre de unién de un complejo mediante la

suma de términos parametrizados, como se muestra en la ecuacién 2.12:
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AG = Z W, - AG; (2.12)

Donde AG; representa diferentes términos energéticos, como las energias vincu-
ladas a las interacciones de van der Waals, electrostaticas, puentes de hidrogeno,
aromaticas, entre otras. También pueden incluir términos no entélpicos, como la en-
tropia o, incluso, agregar un término relacionado tinicamente con la desolvatacion.
Los coeficientes W; son determinados mediante el ajuste con datos experimenta-
les obtenidos de un conjunto de entrenamiento de complejos ligando—receptor con

estructura tridimensional y constante de unién conocidas [83].

Las distintas funciones de evaluacion empiricas se encuentran compuestas por térmi-
nos similares. Sin embargo, la representacién matemaética de cada uno de ellas, los
datos utilizados para la parametrizacién y los métodos de optimizacién de dichos
parametros suele variar. En comparacion con las ecuaciones basadas en campos de
fuerza, se observa que este tipo de formas funcionales empiricas es mas simplificada,
e intenta capturar las interacciones que dan origen al complejo sin tener en cuenta
la fisica subyacente [84]. Debido a la mayor simplicidad de los términos energéti-
cos, los calculos de las funciones empiricas son mas rapidos, lo que representa una
ventaja sobre todo si se tienen que evaluar una gran cantidad de compuestos [69].
Una desventaja de estos métodos es su dependencia con los datos experimentales
del conjunto de entrenamiento utilizado para generar la funcion, lo cual limita su
aplicabilidad general [84]. Algunas de las funciones empiricas mdas utilizadas son

LUDI [91], ChemScore [92], GlideScore [93, 94, 95] y X-Score [96].

Funciones de evaluacién basadas en el conocimiento (knowledge-based):
En este caso las funciones se basan en la observacién de interacciones entre comple-
jos ligando- receptor de estructuras resueltas experimentalmente. Son desarrolladas
teniendo en cuenta la frecuencia con la que dos atomos son encontrados dentro de
una distancia determinada en el conjunto de estructuras de entrenamiento [69].

Mediante el andlisis estadistico, las frecuencias de una caracteristica estructural
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del complejo son convertidas en energia libre, en base a la suposicién de que las
caracteristicas encontradas con mayor frecuencia corresponden a estados de menor
energia [97]. Asi, los diferentes tipos de interacciones observados son clasificados
y ponderados de acuerdo con su frecuencia de aparicién. La puntuacion final de
un complejo ligando-receptor es obtenida mediante la suma de estos potenciales
individuales. La ecuacién 2.13 define la energia libre de unién como la suma de

todos los potenciales de interaccion entre los atomos del ligando y del receptor.

AG =Y Ay(r) (2.13)

Donde A;; corresponde al potencial de interaccién entre pares de atomos i-j en una

distancia r [98].

Una desventaja de esta aproximacion es que la funcion deriva de informacién co-
rrespondiente a un conjunto de estructuras ligando-receptor limitado. Una de las
ventajas es su simplicidad computacional, lo cual permite su uso en la busqueda en

grandes librerfas de compuestos [60].

DFIRE [99], DrugScore [100, 101], ITScore [102, 103], PMF-score [104], y SMoG

[105] son algunas de estas funciones.

Como se enuncié previamente, cada una de las funciones de evaluacion presenta ven-
tajas y limitaciones, por lo que, ninguna de ellas es perfecta en términos de exactitud, ni
en cuanto a su capacidad de aplicacion generalizada. Un intento de limitar las deficiencias
individuales de las funciones plantea la combinaciéon de las soluciones obtenidas a par-
tir diferentes funciones individuales, de forma de aumentar la probabilidad de encontrar
el resultado correcto. Esta estrategia se conoce como funciéon de puntuacién consenso o
“Consensus Scoring” [106]. El punto critico en este procedimiento es el disefio del con-
senso adecuado para reproducir la afinidad de unién [107]. Existen diferentes funciones
de evaluacién basadas en el consenso, algunas de ellas son: MultiScore [108], X-Cscore

[96], GFscore [109], SCS [110] y SeleX-CS [111].

96



2.2. Métodos computacionales en el descubrimiento de farmacos.

Herramientas de docking molecular utilizadas:

En el presente trabajo se utilizaron los programas de docking molecular Autodock4.2
[77, 85], Autodock Vina [112] y Glide [93, 94, 95]. Autodock4.2 utiliza una funcién de
evaluacion semiempirica en la que la energia libre de union es estimada como la diferencia
entre (1) la energia del ligando y de la proteina en un estado separado y (2) la energia del
complejo ligando — proteina. Esta determinacién es dividida en dos pasos: por un lado se
estima el cambio de la energia intramolecular en la transicién desde una conformacion no
enlazada a una enlazada para cada molécula por separado, y luego se evalia la energia

intermolecular de las dos moléculas unidas (figura 2.8) [85].

w > m Intermolecular enlazante

Intramolecular no Intramolecular
Intermolecular  enlazante - Ligando enlazante - Ligando
no enlazante U)\

Intramolecular enlazante -

Proteina

Intramolecular no
enlazante - Proteina

~

Figura 2.8: Método de célculo de la interaccion ligando-receptor de Autodock4.2.

La funcién de evaluaciéon incluye seis términos que cuantifican la energia relacionada
con interacciones de a pares, mas un valor asociado a la pérdida de entropia (ASg,,s) de

acuerdo a la ecuacién 2.14:

AG = (VE L —viL Sy (VPP vl Y (VDL VL 4 ASeony)  (2.14)

ound ~ ¥ unbound bound unbound bound unboun

Donde L refiere al ligando y P a la proteina que forman el complejo. Los primeros
cuatro términos corresponden a las energias intramoleculares para los estados enlazado

(bound) y no enlazado (unbound) del ligando y de la proteina. El cambio de energia
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intermolecular entre el estado enlazante y no enlazante se obtiene como diferencia entre
el quinto y sexto término. Se asume que las dos moléculas en el estado no enlazante

’ . . . P—IL
estdn a una distancia suficiente para que V-

4 Sea igual a cero. Si durante el docking
la proteina se mantiene rigida, la diferencia entre los términos de cambio en la energia

. pP-P P-pP A
intramolecular, V, -, — V. -~ es también igual a cero.

Cada uno de los términos V de la ecuacién 2.14 incluyen la evaluacién de interac-
ciones no covalentes (van der Waals, puentes de hidrégeno, electrostaticas), junto con la

contribucion de la desolvatacién, de acuerdo a la ecuacion 2.15.

Bij
r6

V= Woaw S, (5~ 5) + Wen T B0) (5 - 78 +
k% %, iJ

Wetee Zij 471-5% + Wiol Zz‘j (Szvg + SJVZ) e(r?J/ZUQ)

(rij)rij

g (2.15)

En este algoritmo los parametros W son coeficientes optimizados mediante regre-
sién lineal, a partir de datos empiricos de energia libre de un conjunto de complejos
ligando—proteina caracterizados experimentalmente. El primer término de esta ecuacion
corresponde al potencial 6 — 12 entre dtomos denominados i y j, tipico para la descrip-
cién de las interacciones de van der Waals a una distancia r;;; y cuyos pardmetros A
y B corresponden al campo de fuerza AMBER [90]. El segundo término determina la
contribucion de las interacciones por puentes de hidrégeno, con un potencial similar al
anterior pero con exponentes 10 — 12. El valor de E(t) depende del angulo t formado
por los atomos que participan de la interaccién, ya que en este tipo de fuerzas influye
la direccionalidad del enlace. El tercer término corresponde a las fuerzas electrostaticas,
expresadas mediante un potencial del tipo coulémbico, que implica computar las cargas
atémicas ¢; y ¢;. El término final describe la contribucién energética de la desolvata-
cién. Este calculo se basa en el volumen de dtomos (V) que rodean a un atomo dado
y lo apantallan del solvente, ponderada por un término de solvatacién (S) dependiente
de la carga, v de una funcién exponencial que contiene una constante o igual a 3,54
y que estd relacionada con la distancia entre los dtomos [77, 85]. Finalmente, el valor

de la pérdida de entropia conformacional en la ecuacién 2.14 (AS., ), es directamente
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proporcional al nimero de dangulos de torsién del ligando (V) de acuerdo al siguiente

algoritmo (ecuacién 2.16):

ASconf = Wconf : Ntor (216)

La funcion de evaluacion de Autodock Vina, combina las ventajas de las ecuaciones
basadas en el conocimiento y las empiricas. Este programa extrae informacién de la con-
formacion de preferencia de complejos proteina-ligando conocidos y también de medidas
experimentales de afinidad [112]. La forma de la funcién de puntuacién en los términos
dependientes de la conformacion es una sumatoria de términos que tienen en cuenta las
interacciones entre pares de atomos, cuyos movimientos se encuentran relacionados, ex-
cluyendo generalmente las parejas de atomos ubicados mas alld de 3 enlaces covalentes

consecutivos (Ecuacion 2.17).

c=Y fur,(riy) (2.17)

i<j
A cada atomo 7 se le asigna un tipo t; y se define un conjunto de funciones simétricas
Jt.t; que cuantifican las interacciones entre los dtomos 7 y j a la distancia interatémica r;;.
La funcién de interaccion fi;; se define, a su vez, con respecto a la distancia superficial

interatémica (d;;) de la siguiente manera (ecuacién 2.18):

frit; (Tig) = hege, (dij) (2.18)

Donde hy,; es otra funcién definida como la suma parametrizada de las interacciones
estéricas, hidrofébicas y por puentes de hidrégeno. Por otra parte, d;; puede definirse

como (ecuacién 2.19):

dij = Tij — Rti — Rtj (219)
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Donde Ry; corresponde al radio de van der Waals del tipo de atomo i y lo mismo
sucede para Ry;. Los efectos estéricos en hy,; estan representados por tres términos, dos
funciones gaussianas (ecuaciones 2.20 y 2.21) que representan las interacciones atractivas,
mientras que el efecto repulsivo esta dado por el cuadrado de la distancia d;;, si esta es

menor que cero (ecuacién 2.22):

gauss, (d) = (/054 (2.20)
gauss (d) = e~ ((4=34)/24)° (2.21)
d> sid<0
repulsion(d) = (2.22)
0, sid>0

El término hidrofébico en fi,4; es igual a 1 cuando d;; es menor que 0, 5;1; 0, cuando d;;
es mayor a 1,5A y entre ambos valores decrece linealmente. El término correspondiente a
los enlaces de hidrégeno vale 1 para distancias menores a —0, 7A; 0, cuando d;; es mayor
a 0A y también se comporta como lineal entre ambos valores. Los pardmetros de las

funciones que conforman los términos de Ay, se presentan en la tabla 2.1.

Parametro Término
—0,0356 Gauss 1
—0,00516 Gauss 2

0,840 Repulsiéon
—0,0351 Hidrofobico
—0,587 | Enlaces de hidrégeno
0, 0585 Angulos de torsion

Tabla 2.1: Parametros y términos de la funcién de evaluacién de Autodock Vina. [112].

Todas las interacciones presentan un punto de corte a r;; de 8 A. Finalmente, la
contribucion a la energia libre por parte de la pérdida conformacional del ligando es

directamente proporcional al nimero de angulos de torsién de este (Wi, - Niop).

Glide emplea una funcion de evaluaciéon empirica, denominada GlideScore, la cual

presenta dos formas funcionales: GlideScore SP (Standard Precision) y GlideScore XP
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(Extra Precision). Estas dos funciones usan términos similares pero fueron desarrolladas
con diferentes objetivos. GlideScore SP es una funcién “més permisiva”, pensada para
identificar ligandos propensos a unirse al receptor. Esto la hace apropiada para el cribado
en grandes bases de datos [93]. En el caso de la versién XP, la forma funcional penaliza
rigurosamente las poses que violan los principios fisicoquimicos de la interaccién. Esta
version resultaria mas adecuada para la etapa de optimizacion de lideres, debido a su

mayor costo computacional [95].

La funcién de GlideScore SP [93], fue desarrollada a partir de la funcién ChemScore

[113] y contiene 10 términos (ecuacién 2.23):

AGhindg = Clipo—iipo 2, f(Tij)+

Chbond—neut—neut Y J(Arpa)h(Aapa)+

Chbondfneutfcharged Z g (ATDA) (AOéDA)

Chbond—charged—charged Y, §(ATpa)h(Aapa)+ (2.23)
Craz—metai—ion Y [ (135) + Crot Hyop+

Chotar—phob Vpotar—phob + Ceout Ecoul

Craw Evaw + terminos de solvatacién

El primer término corresponde a las interacciones lipofilicas de todos los pares de
atomos lipdfilos ¢ y j entre proteina y ligando (generalmente carbono) y f(r;;) es una
funcidn lineal de la distancia interatémica (r;;). Las interacciones de puentes de hidrégeno
estan separadas en diferentes términos dependiendo de si el dador y el aceptor de protones
son neutros, si uno es neutro y el otro esta cargado o si ambos estan cargados. Utilizan
dos formas funcionales, una dependiente de la distancia de enlace (r) y otra del dngulo de
enlace («). Estos términos computan para cada combinacién dador (D) — aceptor (A) la
desviacién de dichas variables respecto a un valor ideal y un valor méximo (Arpa, Aapa)
[93]. El siguiente término corresponde a las interacciones que pueden darse entre un metal
presente en la proteina y los atomos del ligando que se encuentran como aniones. Ademas,

cuando se encuentran dos o mas interacciones con el metal, solo se tiene en cuenta la
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de mejor energia. Por otra parte, el termino que contiene a H,.;, modela la pérdida de
entropia conformacional por restriccién de los enlaces rotables del ligando tras la unién.
El séptimo término, penaliza las conformaciones donde un dtomo polar, pero que no
produce puentes de hidrogeno, es encontrado sobre una region hidrofébica de la proteina.
Los siguientes dos términos corresponden a las interacciones electrostaticas y de van der
Waals, respectivamente. Finalmente, se considera los efectos del solvente, para esto Glide
utiliza una puntuacion empirica para determinar la exposiciéon de los atomos al solvente

[93)].

La funcién de evaluacién GlideScore XP [95] se muestra en la ecuacién 2.24. Las
contribuciones a la ecuacion que favorecen la formacién del complejo son del tipo elec-
trostaticas (Eepy) y de van der Waals (E,qw ). Ademds se incluyen otras interacciones
positivas (Epi,q) enunciados en la ecuacién 2.25. En esta tltima, el término Epyq—enciosure
describe el comportamiento de un grupo hidrofébico del ligando cuando esta rodeado por
grupos del mismo tipo pertenecientes a la proteina. Este término captura desviaciones
del comportamiento promedio, el cual es representado por Eppopic—pair (€Cuacion 2.25).
Los términos Fhp—nn—motif ¥ Ehb—cc—motif Puntian especialmente ciertas contribuciones
energéticas por puentes de hidrogeno entre atomos neutros o cargados, respectivamen-
te, mas alld de las consideradas en GlideScore SP (denominadas Epp_per €n la ecuacion

2.25). Ep; considera la formacién de los enlaces m — catién y los apilamientos m — 7 [95].

Las contribuciones que desfavorecen la formacién del complejo (Epenary €n la ecua-
cién 2.24) se relacionan con la pérdida de entropia del ligando y la proteina, efectos de
desolvatacion y de tension estérica. Estos efectos se agrupan en dos términos definidos

como Egesoty ¥ Eligand—strain €t la ecuacion 2.26 [95].

GlideScoreX P = Ecoul + EvdW + Ebind + Epenalty (224)
Ebind = Ehyd—enclosure + Ehb—cc—motif + EPI + Ehb—pair + Ephobic—pair (225)
Epenalty - Edesolv + Eligand—stram (226)

102



2.2. Métodos computacionales en el descubrimiento de farmacos.

2.2.1.3. Validacién del cribado virtual.

El desempeno y la exactitud de los algoritmos de cribado por docking son evaluados
comunmente utilizando un conjunto de testeo. Este incluye un subconjunto de compues-
tos que efectivamente interaccionan con el blanco molecular y cuya actividad es conocida,
combinado con otro de estructuras que no presentan dicha actividad. Asi, puede evaluar-
se la capacidad de los programas de docking de reconocer como activos (e inactivos) a
aquellos que lo son dentro del conjunto de testeo. Una forma de cuantificar esta capacidad
consiste en el uso de las curvas ROC (receiver operating characteristic). Estas curvas gra-
fican la tasa de verdaderos positivos encontrados por la funcién de puntuacién, en funcion
de la tasa de falsos positivos, en el eje x, segun varia el umbral de discriminacién [114].
Como la relacién de verdaderos positivos es equivalente a la sensibilidad del modelo, y la
razon de falsos positivos es igual a 1 - especificidad, las curvas ROC también se conocen
como la representacién de la sensibilidad en funcién de (1-especificidad). Para el calculo
de la tasa de los compuestos activos clasificados correctamente (o verdaderos positivos,
(VP)), debe hacerse el cociente entre este valor y los compuestos activos totales del con-
junto de testeo (verdaderos positivos (VP) y falsos negativos (FN)), como se muestra en
la ecuacién 2.27. Para el célculo de la proporcion de falsos positivos clasificados por el
modelo (FP) puede definirse la especificidad como la razén entre los verdaderos nega-
tivos clasificados correctamente por el modelo (VN) y los inactivos totales (verdaderos

negativos (VN) y falsos positivos (FP)), de acuerdo a la ecuacion 2.28.

VP
N
Especiﬁcidad = (‘/]V‘/w (228)

Es decir que para la generaciéon de cada punto de la curva se establece un valor

de la funcién de evaluacién del docking como umbral. En la figura 3.6 se muestra un
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ejemplo de la funcién distribucion de un conjunto de testeo, y se marca un valor de corte.
Aquellos compuestos cuya funcién de evaluacién sea menor que dicho valor se predicen
activos, mientras que los que presentan una puntuaciéon mayor se consideran inactivos.
Luego, como las actividades son conocidas en el conjunto de testeo, pueden calcularse la
sensibilidad y 1-especificidad en base a ese valor de corte, y se grafica dicho punto. Se
repite el proceso para todos los valores umbral, de manera de construir la curva [114].
Una prediccién al azar se representa como una recta desde el eje de coordenadas (0, 0) al
valor maximo de ambos ejes (1, 1) y se asocia a un area bajo la curva de 0,5. A medida
que el area bajo la curva del modelo se acerca al valor 1,0 (clasificacién perfecta), mayor

serd su capacidad discriminante [114].

N° compuestos

Sensbdad)

v

FE .
1- Especificidad

Figura 2.9: Esquema de construccién de una curva ROC.

Otra de las medidas esenciales para evaluar el funcionamiento de un modelo de doc-
king molecular consiste en demostrar la capacidad del mismo para distinguir el modo
de union correcto de un ligando conocido. Asi, si se cuenta con la estructura experimen-
tal del complejo ligando — receptor, una de las estrategias mas comunes es analizar la
capacidad de reproducir la conformacion de dicho complejo con el modelo desarrollado
[61]. Una prediccion correcta del modo de unién es comunmente determinada por el va-

lor de RMSD (root-mean-square deviation). En este caso, se mide la distancia promedio
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entre los atomos de la pose mejor puntuada y los correspondientes de la conformacion
experimental observada [61]. Si el docking puede reproducir exactamente la conformacién
experimental, el valor de RMSD es cero. Suele adoptarse como criterio general que si el
RMSD es menor o igual a 1,54 la prediccién es considerada como correcta. Una vez
validado el modelo, este puede utilizarse sobre una base de datos, donde el nimero de

moléculas activas (y sus modos de unién) es desconocido.
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Capitulo 3

Modelo para la prediccion de la
afinidad de compuestos a P-gp

3.1. Modelo tridimensional de la P-gp
humana.

Como se detall6 anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo es la prediccion
de la afinidad de los compuestos a la glicoproteina P (P-gp), mediante una aproximacién
basada en la estructura del receptor (utilizando métodos de docking molecular). Dado que
no existen actualmente estructuras tridimensionales experimentales de la P-gp humana,
se debe recurrir a modelos generados por métodos computacionales. Para ello se utilizé la
secuencia de la P-gp (obtenida a partir de la base de datos UniProt [1], c6digo P08183)
como criterio de bisqueda en el servidor I'-TASSER [2, 3, 4]. Este servidor predice la
estructura y funcién de las secuencias proteicas ingresadas mediante la utilizacién de

métodos de threading.

Al introducir una secuencia de aminoacidos, I-TASSER inicialmente busca en la base
de datos Protein Data Bank (PDB) macromoléculas con secuencias similares mediante
LOMETS (Local Meta-Threading-Server). Esta aplicacion predice la estructura proteica
mediante la clasificacion y seleccién de modelos generados a partir de nueve programas

de threading [5]. De esta manera se obtiene un conjunto de proteinas molde cuyo ple-
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gamiento debe ser adquirido por la secuencia problema. Posteriormente los modelos son
cortados y re-ensamblados, y las regiones no alineadas por threading son construidas por
métodos Ab-Initio [4]. La etapa siguiente implica una optimizacién de geometria a través
de simulaciones Replica Exchange Monte-Carlo guiadas por un campo de fuerza estadisti-
co compuesto por tres componentes principales: 1) potenciales estadisticos genéricos; 2)
optimizacién de la red de puentes de hidrégeno; 3) restricciones derivadas del proceso
de threading [4]. Los conférmeros con menor energia son seleccionados y agrupados de
acuerdo a su similitud estructural por el software SPICKER [6]. Cada uno de los grupos
de modelos se caracteriza por una estructura de referencia (o centroide) que se utili-
za para una segunda simulacién Replica Exchange Monte-Carlo para remover contactos
estéricos entre los atomos. La segunda simulacién nuevamente clasifica los modelos y se

seleccionan las estructuras de menor energia de los clusters mas numerosos [3].

La confianza de cada modelo es medida en forma cuantitativa mediante el valor C-
Score, calculado en base a los alineamientos de threading y a los parametros de con-
vergencia de la simulacion. Este pardmetro estima la calidad de los modelos predichos,
basandose en la significancia de los alineamientos realizados sobre cada molde luego del
threading [2]. Generalmente toma valores entre -5 y 2, donde un valor mayor indica un
modelo més confiable [2]. Otro pardmetro que también se utiliza es el valor de TM-score,
el cual mide la similitud estructural entre dos macromoléculas. Se encuentra relacionado
con el pardmetro RMSD (root-mean-square deviation), pero presenta menor sensibilidad
a errores locales (por ejemplo una cadena lateral ubicada en forma diferente que en la
proteina molde), que podrian llevar a suponer que un modelo es incorrecto cuando en su
topologia global si lo es. Un TM-score menor a 0,17 indica que la similaridad global es

muy pequena y por lo tanto el modelo es incorrecto [7].

El servidor reporta los mejores cinco modelos que corresponden a las cinco agrupa-
ciones mas numerosas. Si la simulaciéon converge, es posible que se obtengan menos de

cinco clusters. Esto es usualmente un indicativo de buena calidad del modelo.

Particularmente para el caso del modelado de P-gp, en la etapa inicial de buisqueda
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3.1. Modelo tridimensional de la P-gp humana.

de estructuras moldes, I-TASSER devolvié 10 alineamientos correspondientes a macro-
moléculas de P-gp de ratén (cédigos PDB: 3G61 y 3G5U) [8], del transportador humano
mitocondrial ABCB10 (cédigo PDB: 2YL4) y del transportador ABC MsbA de salmo-
nella typhimurium (cédigo PDB 3B60) (tabla 3.1).

Modelo PDB Iden 1 | Iden 2 | Cobertura | Z-score
1 3G61 A | 0.88 0.82 0.92 7.81
2 3G5U A | 0.89 0.82 0.92 2.36
3 3G5U A | 0.89 0.82 0.92 11.38
4 3G5U A | 0.87 0.82 0.78 8.14
5 3G61 A | 0.88 0.82 0.92 11.05
6 3G5U A | 0.89 0.82 0.92 2.06
7 3GHU A | 0.89 0.82 0.92 3.61
8 3G61 A | 0.89 0.82 0.44 8.84
9 2YL4 A | 0.35 0.17 0.44 3.36
10 3B60 A | 0.29 0.15 0.45 2.35

Tabla 3.1: Resultados del alineamiento de secuencias mediante threading.

Iden 1: porcentaje de identidad de secuencia del molde en las regiones alineadas con la secuencia
problema. Iden 2: porcentaje de identidad de secuencia de toda la cadena molde con la secuencia
problema. Cov. Representa la cobertura del alineamiento y es igual al ntimero de residuos
alineados dividido el tamano de la secuencia problema. Z-score: Alineamientos con Z-score > 1
son considerados buenos alineamientos y viceversa

El andlisis de los alineamientos de secuencias sugiere que existe un alto grado de
conservacion entre la P-gp humana y la de ratén, con un porcentaje de identidad del 82 %
y un tamano similar. En base a esta informacién podemos considerar a estas proteinas
como homologas. La tabla 3.2 muestra los cinco mejores modelos generados I-TASSER

y ordenados segun el valor C-score.

‘ Modelo 1 ‘ Modelo 2 ‘ Modelo 3 ‘ Modelo 4 ‘ Modelo 5
C-score | —020 | -131 | -143 | -253 | —307

Tabla 3.2: Valores de C-score de los modelos obtenidos en I-TASSER.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccion6 el modelo 1 porque presenta un
mayor C-score y un TM score de 0.79 (dentro de los valores aceptados). Posteriormente
esta macromolécula fue refinada “relajando” su estructura. Los atomos de la proteina

fueron rodeados por una caja periédica de moléculas de agua TIP3P32, ocupando hasta
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10A desde la estructura proteica, con el modulo TLEAP del software AMBERI11 [9]. La
geometria inicial fue minimizada utilizando el modulo SANDER mediante 1000 ciclos
para la relajacién de las moléculas de agua seguidos de 2500 para el sistema completo

usando el campo de fuerza AMBER en su versién ff03.r1 [9]. La estructura final se muestra

en la figura 3.1.

Figura 3.1: Estructura tridimensional del modelo de P-gp humana (vista lateral).

Posteriormente, el modelo de P-gp humana fue validado mediante el analisis de los
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3.1. Modelo tridimensional de la P-gp humana.

graficos de Ramachandran utilizando el servidor Protein Structure Validation Software
(PSVS) [10, 11, 12, 13, 14, 15]. En la figura 3.2 puede observarse que los dngulos diedros
U y & del esqueleto carbonado se encuentran distribuidos principalmente en las zonas
favorables (88,5 %) o permitidas (97,9 %). El 2,1 % restante (ubicado en zonas desfavo-
rables), no se encuentra ubicado en la regién del sitio activo. Los valores porcentuales
obtenidos son similares a los resultados recabados de la estructura experimental de ratéon
depositada en la Protein Data Bank (PDB: 3G60), donde el 64,9 % de sus residuos estan
en la zona favorable, mientras que el 91,3 % de los mismos estéan en regiones permitidas.
Generalmente se acepta que un buen modelo tenga al menos un 90 % de sus aminoécidos

en las regiones favorables.
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Figura 3.2: Graficos de Ramachandran: A) Modelo de P-gp humana obtenido con I-
TASSER; B) Estructura tridimensional de P-gp de ratén (PDB: 3G60)

Finalmente, para analizar la capacidad del servidor I-'-TASSER de reproducir los mo-

delos experimentales se reconstruyo la estructura 3D de la P-gp de ratéon y se superpuso
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con la solucién experimental (c6digo PDB 3G60) [8]. Para ello se partié de su secuencia de
aminodcidos tomada de la base de datos UniProt (P21447). El modelo con el mejor valor
de C-score se superpuso con la estructura experimental, obteniéndose un valor de RMSD
de 0,65 (figura 3.3). Estos resultados incrementan nuestra confianza en la capacidad de

I-TASSER para predecir la estructura de la P-gp humana.

Figura 3.3: Superposicion de la estructura tridimensional de la P-gp de ratén obtenida

con I-TASSER (verde) frente a la estructura experimental (rojo).

3.2. Btuasqueda bibliografica y conjunto de evaluacion.

Con el modelo de P-gp humano disponible se procedié a la seleccién del programa
y condiciones de docking para la realizacion del cribado. Como criterio se utiliz6 la ca-
pacidad de dichos softwares en discriminar entre sustratos y no sustratos conocidos de
la glicoproteina. En otras palabras, se cre6 por busqueda bibliografica un conjunto de

evaluacién que contiene compuestos con probada uniéon a P-gp y otros que no interac-
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cionan con la proteina. Aquel programa que sea capaz de clasificarlos correctamente con
su funcién de evaluacion sera el mas confiable para la realizacién del cribado de bibliote-
cas de compuestos (cuya interaccién con la macromolécula no se conoce). Existen varios
tipos de ensayos bioldgicos que han sido desarrollados para analizar la habilidad de los
compuestos de interaccionar con la P-gp [16, 17]. Entre estos, se encuentran las evalua-
ciones de transporte bidireccional a través de monocapas celulares [18, 19], los ensayos
de medida de la actividad ATPasa de la P-gp [20, 21, 16] y los de determinacién de la

fluorescencia de calceina-AM [22] o de rodamina-123 [23].

Los ensayos de transporte bidireccional consisten en determinar la relacién entre la
permeabilidad basolateral-apical (B) y la apical-basolateral (A) de la sustancia a evaluar
en monocapas celulares, y compararla con la tasa respectiva en presencia de un inhibidor
del trasportador [18, 19]. Por otra parte, los test de actividad ATPasa de la P-gp implican
un monitoreo de dicha enzima mediante la determinacion de fosfato inorganico liberado
por una reaccién de colorimetria [20]. En los ensayos de calceina-AM y rodamina-123
(ambos sustratos de la P-gp) se determina la acumulacién de fluorescencia en el interior
celular como consecuencia de la inhibicién de la P-gp [22, 23]. La FDA (Food and Drug
Administration) sugiere el ensayo de transporte bidireccional usando cultivos celulares
(en ausencia y presencia de uno o mds inhibidores) como prueba inicial para decidir si
un compuesto es un potencial sustrato o inhibidor de P-gp [24]. Recientemente se ha
encontrado que este tipo de ensayos en células Caco-2 se encuentran entre los métodos
in vitro mas utilizados, seguidos por las evaluaciones en células MDCKII-MDR1 (multi

drug resistance protein 1 transfected-Madin Darby Canine Kidney cells) [17].

La preparacién de un conjunto de evaluacion de calidad y con una cantidad consi-
derable de compuestos es uno de los pasos mas importantes para la construcciéon de un
modelo. En este sentido, se puso especial atencién en la seleccién y categorizaciéon de las
estructuras encontradas en literatura, dado que existen algunas controversias en cuanto
a la clasificacién en sustratos / inhibidores y no sustratos / no inhibidores. Por ejemplo,

Polli y colaboradores clasifican al Verapamilo como no sustrato de P-gp de acuerdo a
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experimentos de permeabilidad sobre monocapas de células MDCK [25], mientras que
el grupo de Feng lo considera como sustrato en el mismo ensayo [26]. Por otra parte,
Doan y coautores reportan la Fluoxetina como no sustrato en experimentos de eflujo en
monocapas de células MDCKII-MDRI1, pero este compuesto es clasificado como inhibi-
dor en ensayos de inhibicién de Calcein-AM (CAM) sobre la misma linea celular [27].
En el mismo sentido, Feng y colaboradores determinaron que Fluoxetina resulta inactiva

en ensayos de permeabilidad y de ATPasa, pero que muestra actividad inhibitoria en

ensayos CAM [26].

Con el objetivo de preparar un conjunto de evaluacién representativo y diverso, se
consideraron los resultados biolégicos de muiltiples publicaciones [25, 26, 28, 29, 30],
dando prioridad a ensayos in vitro respecto a ensayos in vivo. Los ensayos in vivo son
realizados sobre sistemas complejos (pacientes o animales), haciendo maés dificil evaluar
si una entidad quimica es sustrato o no de la P-gp. Adicionalmente, hay méas informacion
disponible de estudios in vitro, ya que estos permiten la evaluacién de un mayor niimero
de compuestos, en un determinado tiempo, que los ensayos in vivo. Adicionalmente se
decidié definir como sustratos a aquellos compuestos que fueran detectados como tales en
dos 0 mas publicaciones en diferentes ensayos (si es posible méas de tres). Por otra parte,
se consideré como no sustratos a aquellos compuestos catalogados de esta manera en 2 o
mA&s ensayos, y que no se reportaron como sustratos (o solo se identificaron asi en un solo
ensayo). Las estructuras que presentaron alguna controversia en los resultados publicados
(por ejemplo, un ensayo donde el compuesto fuera considerado sustrato o inhibidor y otro

donde se lo clasifique como no sustrato) fueron descartados.

De una recopilacién inicial de 53 compuestos, se seleccionaron 26 como sustratos y 13
como no sustratos, descartandose los 14 restantes. La tabla 3.3 muestra los compuestos

elegidos y la clasificacion obtenida.

Compuesto monocapa ATPasa CAM Rod123 In-vivo

Amantadina N [28, 25] N [25] N [25]

’ Continua en la pagina siguiente

125



Capitulo 3. Modelo para la prediccion de la afinidad de compuestos a P-gp

Carbamacepina | N [30, 28, 26] N [26] N [28, 26] N [30] N [30]
Clorfeniramina N [28, 25] N [25] N [28, 25]
Etosuximida N [30, 26] N [26] N [26]
Felbamato N[30]
Fluvoxamina N [28, 26] N [26] P [28] N [26]
Lidocaina N [28, 25] N [25] N [28, 25]
Manitol N [28, 25] N[25] N|[28, 25]
Propranolol N [28, 25] N [25] N [28, 25]
Ranitidina N[25] N[29, 25] N[29, 25] N[29]
Sumatriptan N [28, 25] NI[25] N [28, 25]
Topiramato N[30] N[30]
Vigabatrina NI[30]
Amprenavir P[25, 28] P[25] P[25, 27]
Astemizol P[28] P[29] P [29, 28] P[29]
Ciclosporina P[25] P[29]N[25] P[29, 25] P [29]
Dexametasona P[29, 25] P [29] N [25] N[29, 25] N[29]
Diltiazem P [28, 25] P[25] P [28, 25]
Tndinavir P (28, 25] P [25] N [28, 25]
Ketoconazol N[25] P [29, 25] P [29, 25] P [29]
Lamotrigina N[26, 30] P [26] NI26] N[26] P[30] P [30]
Leviteracetam NI[30] P [30] P[30]
Loperamida P[28, 25, 20] P [25, 26] P[28, 25, 26]
Loratadina P[25] N[26] P[25, 26] P[25, 26]
Nelfinavir P[25] P [20, 25] P[29, 25] P [29]
Neostigmina P [27, 25] N [25] N[27, 25]
Nicardipina N[25] P [29, 25] P[29, 25]
Oxcarbazepina P[30] P[30]N[30]
Fenobarbital P[30] N[30] P[30] P[30] P[30]
Fenitoina P[30] N[30, 26] N[26] N[26] N[30] | P [30]
Prazosina P [25, 26 P[25, 26] P[25] N [26]
Quinidina P[25, 20] P [25, 26] P [25, 26]
Risperidona P[27, 26] P[26] P[27]N[26]
Ritonavir P[25, 26] P[29, 25, 26] | P[29, 25]N[29, 26] | P[29]
Saquinavir P[29, 25] P[29, 25] | P [29, 25|N[29] | P[29]
Terfenadina P[25] P[25] N[29] P[29, 25] N[29]
Trimetoprima P[27, 25] P[25] N[27, 25]
Verapamilo | P[20, 26]N[25, 26] | P[29, 25, 26] | P[29, 25, 26] P[29]
Vinblastina P[25] P[29, 25] | P[29, 25 N[29] | P[29]

Tabla 3.3: Compuestos que integran el conjunto de evaluacién y la clasificacién en cada tipo
p q

de ensayo segun la bibliografia consultada. “P” indica que la estructura se consider6 co-

mo positiva en los ensayos, mientras que “N” indica los ensayos en los resultados fueron

negativos.
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3.3. Docking Molecular.

Los compuestos seleccionados como sustratos y no sustratos de P-gp (tabla 3.3) fueron
utilizados para el andlisis de una serie de modelos de docking molecular. Para esto,
se dibujaron las estructuras y se realizé una optimizacion geométrica de las mismas
utilizando el programa Avogadro [31]. En esta tltima etapa se empleo la técnica de
gradientes conjugados y el campo de fuerza MMFF94 [32, 33, 34, 35, 35]. En todas las
simulaciones el “sitio activo” utilizado fue definido por una grilla de 24 x 24 x 24 A3,
que comprende la cavidad presente en la region transmembrana e incluye los subsitios de
unién reportados para sustratos e inhibidores [8] (figura 3.4). Para definir el centro de la
grilla se utilizaron las coordenadas relativas de los ligandos presentes en las estructuras

cristalograficas de P-gp de ratén (cédigos PDB: 3G60 y 3G61).

Figura 3.4: Posicién del sitio activo definido para el docking

Las simulaciones se realizaron mediante los programas de docking molecular Au-
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todock4.2 [36, 37], Autodock Vina [38] y Glide (versién 5.7, Schrodinger Suite 2011)
139, 40, 41].

En Autodock4.2 se utilizé el método de busqueda conformacional por algoritmos
genéticos “Lamarkianos”, explicado en el capitulo 2. Los ligandos fueron tratados como
flexibles, es decir que se consideraron activos todos los angulos de torsion a excepciéon de
los que forman parte de anillos y enlaces multiples. El receptor se considero rigido en su
mayor parte, aunque se permitié la movilidad de un conjunto de residuos ubicados en el
sitio de unién (como se detallara mas adelante). Se empleé el espaciado de los puntos de
la grilla establecido por default en el programa (0.375 A ) v se realizaron 100 corridas
de docking para cada compuesto. El resto de los parametros del programa se fijaron
por defecto, como por ejemplo las cargas parciales de los dtomos, que fueron calculadas
por el método Marsili-Gasteiger [42]. En el caso de AutoDock Vina, el sitio de unién y
los ligandos fueron tratados de modo similar a AutoDock4.2. Se realizaron 20 corridas
para cada compuesto utilizando los parametros por defecto para el resto de las variables.
Como se menciono en el capitulo 2 de esta tesis, AutoDock Vina difiere de AutoDock4.2
en la funcién de evaluacién y en lineas generales se encuentra una mejor performance
tanto en términos de velocidad como en exactitud [38]. Sin embargo, en este trabajo se
compararon los dos programas considerando que la exactitud de un software de este tipo

es usualmente dependiente del sistema a simular (ligando-receptor).

Tanto para las simulaciones con Autodock como con Autodock Vina se permitio la
movilidad de algunos residuos del sitio activo. Se definieron dos modelos, que incluyen
distintos aminoacidos moviles. En uno de ellos se consideraron como flexibles los residuos
Phe-336, Phe-343, Phe-728, Phe-732 y Phe-978 (modelo A), mientras que en el otro con-
junto de simulaciones se consideraron los residuos Tyr-307, Tyr-953, Phe-343 y Phe-978
(modelo B). El criterio para la seleccién de los residuos méviles del modelo A sé baso en
el analisis de los aminoacidos que interactian con el ligando experimental presente en los
complejos de ratén (cdédigos PDB: 3G60 y 3G61). En el caso del modelo B, los aminodci-

dos capaces de rotar surgen de un andlisis retrospectivo del docking con el modelo A y
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el conjunto de evaluacion. Luego del docking, se encontré que Phe-343 y Phe-978 mues-
tran diferentes conformaciones dependiendo del ligando unido, pero Phe-336, Phe-732 y
Phe-728 adoptan practicamente la misma conformacién en su interacciéon con todos los
compuestos activos testeados. Por lo tanto, se eligié otro conjunto de residuos flexibles
que incluye Phe-343, Phe-978 pero no los otros aminoacidos méviles del modelo A. El
conjunto se completé con dos residuos de Tyr, pues el docking con el modelo A predice
una interaccién entre dichos residuos y los sustratos del conjunto de evaluacién (figura

3.5).

Figura 3.5: Conjuntos de residuos flexibles utilizados en las simulaciones con Autodock

y Autodock Vina.

Como se detallara més adelante, con Autodock Vina también se realizé otra simula-
cién con el modelo B, en la que los ligandos fueron protonados a pH fisiolégico (pH 7,4).
Ademas, se amplié el numero de compuestos mediante la inclusiéon de un grupo adicional

de no sustratos al conjunto original.

Finalmente, en Glide se utilizé un procedimiento estandar. Los compuestos del conjun-

to de evaluacién fueron preparados usando la herramienta Ligprep del paquete Schrodin-
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gerll para generar los posibles estados de protonacion a diferentes pH y conformaciones
de baja energia. Se utilizaron los protocolos “Standard precision (SP)” y “Extra precision
(XP)” guardando las tres mejores conformaciones de cada compuesto en la corrida SP

para construir la libreria usada en la corrida XP.

Programa Residuos flexibles | Protonacion Nombre AUC
AutoDock4.2 Modelo A Neutro Simulacién 1 | 0,737
AutoDock4.2 Modelo B Neutro Simulacién 2 | 0,747

Autodock Vina Modelo A Neutro Simulacién 3 | 0,790
Autodock Vina Modelo B Neutro Simulacién 4 | 0,833
Autodock Vina Modelo B pH fisiolégico | Simulacién 5 | 0,833

Glide Rigido todos Simulacion 6 | 0,737

Tabla 3.4: Condiciones y funciones de evaluacion en las simulaciones de docking molecu-
lar. AUC: area bajo la curva (Area Under the Curve)

Los resultados de cada simulacién se compararon mediante el uso de las curvas ROC
(Figura 3.6). En la columna 5 de la tabla 3.4 se muestran los valores de area bajo la
curva (AUC, Area Under the Curve) para cada caso. Como era de esperarse, los mejores
resultados se obtuvieron mediante modelos de docking flexible (residuos méviles: Tyr-307,
Tyr-953, Phe-343 y Phe-978), en particular mediante el uso de la funcién de evaluacién de
Autodock Vina (simulaciones 4 y 5). Estas dos simulaciones solo difieren en el estado de
protonacién de los ligandos. La observacion de que el estado de ionizacion de los sustratos
no es importante en el proceso de docking es consistente con la naturaleza lipofilica del

sitio activo, formado principalmente por residuos hidrofébicos y arométicos [8].
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Figura 3.6: Curvas ROC obtenidas de las simulaciones de docking.

La figura 3.7 muestra el resultado obtenido de la simulacién de Saquinavir en el sitio
activo de la P-gp, como un ejemplo de las interacciones caracteristicas encontradas en los
sustratos. Este compuesto presenté uno de los mejores valores de funciéon de evaluacion en
las simulaciones (energias de unién predicha més negativa), en relacién a las estructuras
del conjunto. Se observan interacciones de puentes de hidrégeno débiles con el enlace
peptidico Val-982, pero el complejo se encuentra principalmente estabilizado mediante
interacciones lipofilicas y apilamientos arométicos m-7 con residuos alifaticos y aromaticos
que rodean la molécula. Esto explica el hecho de que los compuestos del conjunto no
modifiquen sustancialmente la interaccion predicha con el sitio de unién de acuerdo a su
estado de protonacion. Quizas la ionizacién afecte la habilidad de los sustratos para llegar
al sitio activo, pero este fenémeno no es tenido en cuenta en la simulacién de docking

molecular.
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Figura 3.7: Geometria de union de Saquinavir predicha mediante la simulaciéon 5. Los
residuos en el sitio de union se representan en verde. Solo se muestran los atomos de
hidrégeno unidos a nitréogeno y oxigeno. Los atomos de carbono de Saquinavir se repre-

sentan en naranja. Los valores de las interacciones relevantes se indican en A.

También se evaluo la capacidad de interaccién de las moléculas del conjunto de evalua-
cién con la estructura experimental de la P-gp de raton utilizando el programa Autodock
Vina en las condiciones definidas en la simulacién 5. El area bajo la curva obtenida fue
de 0,821, similar pero menor que la encontrada para el modelo humano, lo que justifica

el uso de un modelo humano de P-gp para la clasificacién de compuestos.

Como método de validacién adicional se dockeé el inhibidor co-cristalizado en la es-
tructura experimental de ratén (QZ59, cédigo PDB: 3G60) en el modelo por homologia
(simulacién 5) para evaluar la capacidad del modelo de reproducir la conformacién ex-
perimental. La figura 3.8 muestra la calidad del modelo mediante la superposicién de la

mejor conformacion obtenida del docking y la estructura experimental (RMSD = 1,329

o

A).
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Phe343

Figura 3.8: Superposicion de la conformacion del compuesto QZ59 resultante del doc-
king (simulacién 5) con la correspondiente a la estructura experimental de la P-gp de
ratén (PDB: 3G60). Los atomos de carbono de los residuos flexibles son representados

en violeta. La conformacion experimental de QZ59 in 3G60 es representada en naranja.

Los resultados obtenidos hasta el momento fueron generados utilizando un conjunto
de evaluacién donde el nimero de sustratos es mayor al nimero de no sustratos (26
frente a 13). Con el fin de construir un conjunto de evaluacién que contenga el mismo
nimero de moléculas en ambos subsets usados para el andlisis de las curvas ROC [43], se
repitio el docking en las condiciones de la simulacién 5 pero incluyendo en el conjunto de
evaluacion, moléculas endégenas de la base de datos KEGG [44]. Estas nuevas estructuras
pueden ser consideradas como no sustratos debido a que su expulsion de la célula seria
considerada ineficiente para su funcién. La base de datos KEGG ha sido usada con
el mismo criterio por otros autores para incrementar el nimero de no sustratos [45].
Como solo se requerian 13 estructuras para equilibrar al subset de no sustratos con el de
sustratos, se seleccionaron de la base de datos compuestos con peso molecular similar al
conjunto inicial. Moléculas de bajo peso molecular tienden a ser mal puntuadas por las
funciones de evaluacién de docking, causando errores en el valor del area bajo la curva.

La curva ROC obtenida de esta simulacion se muestra en la figura 3.9, con un area bajo
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la curva de 0,916, mejor que el reportado en la tabla 3.4. Esto significa que si se toma,
por ejemplo, como punto de corte el valor de la funcién de evaluacion de -9, este modelo
es capaz de predecir el 65 % de los sustratos (sensibilidad: 0,65) y de excluir un 92 % de

los no sustratos (especificidad: 0,92) con una exactitud del 81 %.

e
=

Sensibilidad
[=] o
'-P wn

0.1}

°80 01 0z 03 04 05 06 07 08 05 L0
1 - Especificidad
Figura 3.9: Curva ROC del conjunto de evaluacién extendido con la base de datos KEEG

en las condiciones de la simulacién 5.

Finalmente, se procedié a evaluar el modelo obtenido en la simulaciéon 5 frente a un
conjunto de evaluacion que incluye inhibidores y no inhibidores de P-gp. Esta libreria
incluye 1275 compuestos, 666 inhibidores y 609 no inhibidores de P-gp, y fue construida
por Broccatelli y colaboradores [46]. Las estructuras de esta base de datos fueron anali-
zadas y corregidas manualmente, tomandose como referencia el nombre indicado por los
autores. Aquellos compuestos que no pudieron encontrarse en PUBCHEM [47], ya sea a
partir del nombre o mediante su cédigo SMILE, fueron eliminados. Del conjunto inicial
de Broccatelli se obtuvieron 1206 estructuras correctamente identificadas. Con este con-
junto se realiz6 el docking utilizando el modelo anteriormente seleccionado (simulacién
5), lograndose un drea bajo la curva de 0.836 (figura 3.10). En este caso, para un punto
de corte de -9, se obtiene una sensibilidad de 0,80 y una especificidad de 0,73. Por lo

tanto se concluye que la simulacién por docking en condiciones de la simulacién 5 posee
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capacidad para identificar y clasificar razonablemente bien compuestos que interaccio-
nan con P-gp, asi como para reproducir interacciones experimentales en la estructura

3D de raton disponible. Este modelo se utilizara para el cribado virtual de librerias de

compuestos, como se detallara en el capitulo 5.

Sensibilidad

%85 0.1 02 03 04 05 06 07 08 08 1.0
1 - Especificidad

Figura 3.10: Curva ROC del modelo 5 utilizando el conjunto de evaluaciéon de Broccatelli

y colaboradores [46] en las condiciones de la simulacién 5.
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Capitulo 4

Modelo para la prediccion de la
afinidad de compuestos a Navl.2

4.1. Modelado de la estructura del canal de sodio
voltaje operado 1.2

Como se detall6 en el capitulo 1 de la presente tesis, el mayor componente estructural
de los canales de sodio de mamiferos es una proteina de 260 kDa de peso molecular,
llamada subunidad « [1]. Esta subestructura forma el poro de conduccion iénica del ca-
nal, asi como las compuertas que regulan el flujo de sodio. En el cerebro, la subunidad
« se asocia covalentemente con dos subunidades, 51 (33 kDa) y 42 (36 kDa) [1]. Estas
subunidades  no son necesarias para que el canal sea funcional, pero modulan la expre-
sién y la funcién del mismo [2]. El anélisis de secuencia de la subunidad o muestra cuatro
fragmentos repetidos (denominados I-IV) de un motivo estructural consistente en 6 seg-
mentos a-hélice transmembrana S1-S6, conectados por loops intra y extracelulares. Se
presume que estos cuatro dominios forman un arreglo en forma de cubo en la membrana
plasmatica, con el poro conductor iénico en el centro, en forma similar a la estructura

del poro encontrada en bacterias (figura 4.1).

Al momento no se dispone de la estructura tridimensional experimental de canales

de sodio humanos. Por esta razén, se procedié a modelar la estructura de la isoforma
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Figura 4.1: Estructura tridimensional de la subunidad «, ejemplificado mediante el canal
de sodio voltaje operado de Arcobacter butzleri (PDB: 3RVY). A) Vista desde el espacio
extracelular. B) Vista lateral. En tonos azules se muestra el dominio I, en verde el dominio
IT, en amarillo el dominio III y en rojo el IV.

Nav1.2, la cual se encuentra implicada en los fenémenos epilépticos [3]. Ademds este
isotipo es blanco molecular de ciertos farmacos anticonvulsivos, los cuales interaccionan

particularmente en la regién del poro [4].

La secuencia de aminoacidos de la subunidad o humana de Navl.2 se encuentra
depositada en la base de datos UNIPROT [5] con el c6digo Q99250. Con la intencién de
identificar posibles macromoléculas molde para la prediccion estructural, esta secuencia
se utilizo como patrén de busqueda en la base de datos Protein Data Bank [6] mediante
el servidor NCBI-BLAST [7]. Los mejores 15 resultados obtenidos, ordenados en forma
decreciente respecto al valor de puntuacién, se presentan en la tabla 4.1. Los primeros
siete corresponden a alineamientos con moldes de fragmentos pequenos de canales iénicos
humanos con un porcentaje de cobertura muy reducido (abarcan menos del 8 % del total
de la secuencia). El siguiente (PDB: 1BYY), corresponde a una macromolécula patrén
de la compuerta de inactivacién de canales de sodio voltaje operados de rata. El resto de
los moldes son canales i6nicos de las bacterias Arcobacter butzleri (cédigos PDB: 3RVY,

AMVZ, AMS2, AMWS8, AMVQ y 4MVU) y Caldalkalibacillus thermarum (PDB: 4BGN).

144



4.1. Modelado de la estructura del canal de sodio voltaje operado 1.2

Estos canales bacterianos estan compuestos por cuatro subunidades proteicas idénticas,
de aproximadamente trescientos aminoacidos de longitud. Todas las secuencias de estas
estructuras se alinearon con las mismas cuatro regiones de la secuencia problema, con un

bajo valor E y un alto valor de puntuacion.

PDB P. Maxima | P. Total | % Cobertura | Valor E | % Identidad
4JP7Z B 333 333 8 Qe 104 100
4DCK A 270 270 8 5e~82 76
4JQO D 271 271 8 Te 82 76
40VN A 250 250 7 Ge7° 74
2KAV A 226 226 5 3e~67 100
2KBI A 167 167 4 Qe 47 84
IBYY A 118 118 2 3e=30 100
3RVY A 77 309 45 le 14 24
4MVZ A 73,6 261 37 2e 13 24
AMVQ A | 728 292 40 9¢13 24
4MS2 A 72,8 258 40 e~ 13 24
4MWS8 A 72,4 252 37 e~ 13 24
4BGN A 71,6 256 46 He 13 24
AMVU A 67,8 67,8 37 Ge 13 24

Tabla 4.1: Resultados de BLAST ordenados segun el valor E (E-value). Los segmentos de
alta puntuacién o high scoring segment pair (HSP) de una misma secuencia de la base de
datos son agrupados. Puntuacion maxima corresponde al valor del HSP con el puntaje
mas elevado. Puntaje total corresponde a la suma de los puntajes individuales de cada
HSP. Si ambos valores son iguales, esa secuencia contiene un solo HSP. % cobertura se
refiere a la porcion de la secuencia problema que se alinea con el fragmento de la base de
datos. % de identidad indica el grado de identidad en el HSP de mayor puntaje.

El servidor NCBI-BLAST realiza también una busqueda de dominios conservados en
la base de datos CDD (Conserved Domain Database) [8]. Con esta exploracién pueden
generarse alineamientos de la secuencia con fragmentos representativos de familias, cuyas
estructuras tridimensionales son conocidas. Esta busqueda identifico también las cuatro
regiones de la secuencia previamente mencionadas. En este caso se detectd que estas
zonas estan relacionadas con la familia pf00520, conformada por canales de sodio, potasio
y calcio (figura 4.2). Por lo tanto, puede inferirse la presencia de un patrén repetitivo
en la secuencia, que posiblemente se encuentra asociado a la funcién de la proteina.

En base a este analisis se procedié a utilizar estas regiones alineadas para la obtencion

145



Capitulo 4. Modelo para la prediccion de la afinidad de compuestos a Navl.2

de la estructura tridimensional de los dominios que forman el poro de la subunidad .
Se utilizaron los fragmentos ubicados en las posiciones 111-456, 741-1013, 1190-1504 y
1513-1611 que corresponderian a los dominios I, IT, ITT y IV respectivamente.

1 250 So00 750 1000 1250 1500 1750 2005

Query seq,
Putative hudeophobic lakch Jp
Fhosphorglation site §

Specific hits g N m
o

Hulti-donains Ton_trans Ion_tranz Ton_trans Ion_trans

Figura 4.2: Resumen grafico de la busqueda de dominios conservados en CDD. Los
segmentos identificados como Ion_trans corresponden a la familia pf00520. La familia
Na_trans_assoc (pf06512) identifica a una regién presente exclusivamente en canales de
sodio eucariotas. DUF3451 corresponde a un dominio cuya funcién no ha sido caracteri-
zada, este segmento se encuentra presente en proteinas eucariotas, asociado a las familias
pf00520 y pf06512 [9]. Na_ (Na_channel _gate) es parte del segmento conector intracelular
de los dominios III y IV de las subunidades « de los canales de sodio dependientes de
voltaje, responsable de la inactivacién rapida.

4.1.1. Modelo de la estructura tridimensional de Navl.2 en es-
tado cerrado.

El modelo estructural de la subunidad « del canal de sodio humano Nav1.2 se cons-
truyé en dos etapas. Primero, cada uno de los cuatro dominios se modelé por separado
utilizando el servidor GPCR-I-TASSER, una extension del programa I-TASSER, que
utiliza un método de comparacién de plegamientos (threading) [10, 11, 12]. En esta mo-
dificacién se incorpora un campo de fuerza y un conjunto de restricciones especificas para
proteinas transmembrana [13]. Al igual que en I-TASSER, la secuencia problema primero
es utilizada para buscar posibles estructuras patron en la base de datos PDB median-
te nueve programas de threading diferentes. Si se encuentran estructuras homologas, se
utiliza un proceso de ensamblado de fragmentos basado en la estructura de los patrones
para la generacién del modelo completo. En caso de no encontrarse patrones, se utiliza

un procedimiento Ab-Initio.

Como se indicé previamente, para la generacién de la estructura tridimensional de
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los dominios se ingresaron al servidor los fragmentos ubicados en las posiciones 111-
456, 741-1013, 1190-1504 y 1513-1611 de la secuencia de Nav1l.2 humana por separado.
Como resultado se obtuvieron cinco modelos estructurales de cada dominio, eligiéndose
aquel con el mayor valor de C-Score (Tabla 4.2). Este parametro estima la calidad de
los modelos predichos, basandose en la significancia de los alineamientos realizados sobre
cada molde luego del threading [10]. Generalmente toma valores entre -5 y 2, donde un
valor mayor indica un modelo més confiable [10]. En la tabla 4.2 también se reporta
el valor de TM-score, el cual mide la similitud estructural entre dos macromoléculas.
Se encuentra relacionado con el pardmetro RMSD (root-mean-square deviation), pero
presenta menor sensibilidad a errores locales (por ejemplo una cadena lateral ubicada en
forma diferente que en la proteina molde), que podrian llevar a suponer que un modelo
es incorrecto cuando en su topologia global si lo es. Un TM-score menor a 0,17 indica
que la similaridad global es muy pequena y por lo tanto el modelo es incorrecto [14].
‘ Dominio 1 ‘ Dominio 2 ‘ Dominio 3 ‘ Dominio 4

—2,47 —0,59 —0,81 —0,82
0,43 0,64 0,61 0,61

C-score
TM-score

Tabla 4.2: Valores de C-score y TM-score de los modelos obtenidos en I-TASSER.

Luego de la generacién de cada dominio, el poro del canal fue ensamblado mediante la
superposicién estructural con la estructura completa del canal de sodio bacteriano 3RVY.
Se acoplaron los 4 dominios en el orden del movimiento de las agujas de reloj (visto desde
el espacio extracelular), siguiendo el criterio empleado en publicaciones anteriores para
la construccién de este tipo de macroestructuras [15, 16]. Al realizar el ensamblado, se
encontré que los dominios I y III presentaban un loop de aproximadamente 90 y 40
residuos, los cuales se superponian con la region a ocupar por el resto de los dominios
al formar el poro. Estos loops son producto de gaps o segmentos de la secuencia no
alineados con la secuencia patron, generandose asi una region sin estructura secundaria
definida. Dado que el sitio activo para anticonvulsivos y anestésicos locales se encuentra
en el vestibulo interior del poro formado por los segmentos S6, se decidi6 eliminar estos

loops ya que su ausencia no afectaria el modelado de la regién del poro, necesario para
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el cribado virtual.

Finalmente, el modelo estructural completo, compuesto por los cuatro dominios, fue
refinado por métodos de minimizacién geométrica. Los dtomos de la proteina fueron
rodeados por una caja periédica de moléculas de agua del tipo TIP3P32 [17], ocupando
hasta 104 desde la macromolécula, con el médulo TLEAP del software AMBER11 [17].
La geometria inicial fue minimizada utilizando el médulo SANDER mediante 1000 ciclos
para la relajacion de las moléculas de agua seguidos de 2500 para el sistema completo
usando el campo de fuerza AMBER en su version ff03.r1 [17]. La estructura final obtenida

se muestra en la figura 4.3.

A)

Figura 4.3: Estructura tridimensional del canal de sodio humano Nav1.2, en su confor-
macion cerrada. A) Vista desde el interior celular. B) Vista desde el espacio extracelular.
C) Vista lateral. En tonos azules se muestra el dominio I, en verde el dominio II, en
amarillo el dominio IIT y en rojo el IV.

La calidad del modelo obtenido fue analizada mediante los graficos de Ramachandran,

utilizando el servidor Protein Structure Validation Software (PSVS) [18, 19, 20, 21, 22,
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23]. Un 90,6 % de los residuos del modelo se encuentran en regiones favorables y un 97,6 %
en regiones permitidas. Solo el 2,4 % del total esté en zonas desfavorables (figura 4.4 A).
Estos valores son similares a los de la estructura experimental de bacteria (c6digo 3RVY),
donde el 90,9 % de sus residuos estdn en la zona favorable, mientras que el 100 % de los

mismos estan en zonas permitidas (figura 4.4 B).
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Figura 4.4: Graficos de Ramachandran: A) Modelo de Nav1.2 humano obtenido con I-
TASSER; B) Estructura tridimensional de NavAb Arcobacter butzleri (PDB: 3RVY).
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Otro aspecto a considerar en la validacion es la presencia en el modelo del “anillo
DEKA”. En los canales de sodio eucariotas, existen residuos altamente conservados de
Asp (D), Glu (E), Lys (K) y Ala (A), en los dominios I a IV, respectivamente. Estos
forman un anillo conocido como anillo DEKA, el cual seria uno de los responsables de la
selectividad i6nica del canal [24]. Como puede verse en la figura 4.5, el modelo reproduce
la presencia del anillo DEKA, lo cual aumenta la confianza en la estructura tridimensional

obtenida.

4

Figura 4.5: Anillo DEKA presente en el selector de iones del modelo del canal cerrado
obtenido con I-TASSER. En tonos azules se muestra el dominio I, en verde el dominio
IT, en amarillo el dominio III y en rojo el IV.

Como se detallé anteriormente, los anticonvulsivos interaccionan en la regién del poro
del canal, y lo hacen mas eficientemente cuando este se encuentra en una conformacion
abierta (inhibicién dependiente de estado) [4]. La estructura molde empleada en el mo-
delado presentado hasta aqui fue seleccionada en base a los parametros encontrados en
el alineamiento (Tabla 4.1), pero presenta una conformacién cerrada. Es por eso que
se decidié modificar la estructura del molde para lograr un modelo adicional del canal

Navl.2 humano de conformacién abierta.
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4.1.2. Modelo tridimensional del poro de Nav1.2 en estado abier-
to.

Para la construccién de un modelo de conformacion abierta, inicialmente se analizé la
estructura del canal iénico no especifico NaK de Bacilus cereus, del cual se encuentra dis-
ponible informacién estructural tanto de su conformacién cerrada (cédigo PDB: 2AHY)
como abierta (codigo PDB: 3E86). Mediante un anélisis por superposicién de estas dos
conformaciones, se observa que las mayores diferencias se dan en la zona interna del
poro, debajo del filtro de selectividad DEKA. Por otra parte, las regiones en torno a
este ultimo se mantienen en las mismas posiciones (figura 4.6 A). Lo mismo sucede si se
compara la estructura experimental del molde de NavAb empleado previamente (c6digo
PDB: 3RVY) y la conformacién abierta de NaK (figura 4.6 B). Una comparacién entre
los estados conformacionales disponibles muestra diferencias en la zona del filtro de se-
lectividad, y estan relacionadas con la estructura secundaria. Teniendo en cuenta estas
diferencias, se considerd que para la construccién de un modelo abierto debian reempla-
zarse las coordenadas el segmento S6 (que conforma el poro del canal) de la estructura
NavAb (estado cerrado) por el correspondiente a NaK en estado abierto. Por lo tanto, la
estructura resultante de la combinacién entre 3RVY y 3E86 se utilizé6 como molde para la

generacion de los dominios del canal de sodio humano mediante modelado comparativo.

Debe aclararse que durante la apertura del canal se genera un cambio conformacional
tal que influye también en el sensor de voltaje. En la estructura molde obtenida a través
del reemplazo del segmento S6 del canal 3RVY por el correspondiente de 3E86, se pro-
duce una superposicion de este fragmento con el segmento S4. Por lo tanto este tltimo
segmento fue eliminado de la estructura molde, quedando solo los segmentos S5 y S6, los

cuales forman el poro del canal (y son los necesarios para el cribado virtual).
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Filtro de
selectividad

Figura 4.6: Superposicién de estructuras: A) Canal NaK en su conformacién cerrada
(celeste) frente a la conformacién abierta (naranja claro). B) Canal de sodio NavAb

(celeste) frente a NaK en conformacion abierta (naranja).

El modelo tridimensional del canal de sodio Nav1.2 en estado abierto se realizé me-
diante el software de modelado comparativo MODELLER 9.11 [25, 26, 27]. Para la ob-
tencién del modelo, la secuencia de la estructura molde se alineé a la correspondiente
de cada uno de los dominios utilizando la matriz de puntuacion BLOSUMG62. A partir
de este alineamiento se generaron 30 estructuras de cada uno, eligiéndose aquella con el
menor valor DOPE (Discrete Optimized Protein Energy). DOPE consiste en un poten-
cial estadistico desarrollado para evaluar modelos proteicos. Fue desarrollado mediante
el andlisis de 1472 estructuras cristalograficas [28]. A partir de la designacién de poten-
ciales estadisticos optimizados a cada aminoacido de un modelo, permite evaluar grupos
de estos y comparar regiones problematicas del modelo. Otra aplicaciéon del DOPE es la
evaluacion de varios modelos de una misma proteina para discriminar entre ellos desde un
punto de vista del potencial estadistico total de las mismas. En la tabla 4.3 se muestran

los valores de DOPE para el modelo de cada dominio seleccionado.
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‘ Dominio 1 ‘ Dominio 2 ‘ Dominio 3 ‘ Dominio 4

0,897 1,678

1,391

DOPE‘ 1,420

Tabla 4.3: Valores de DOPE obtenidos para cada uno de los dominios del canal de sodio

Nav1.2. Cuanto menor es el valor de DOPE, mejor es la calidad del modelo.

Una vez seleccionada la estructura a utilizar de cada dominio, se ensamblé y mini-
miz6 el poro del canal de la misma forma que para el canal cerrado (ver seccién anterior).

El modelo final se muestra en la figura 4.7.

Figura 4.7: Estructura tridimensional del canal de sodio humano Nav1.2, en su confor-
macién abierta. A) Vista desde el interior celular. B) Vista desde el espacio extracelular.
C) Vista lateral.

Al igual que en el modelo abierto se comprobé la presencia del anillo DEKA (figura

4.8).
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Figura 4.8: Anillo DEKA presente en el selector de iones del modelo del canal abierto.
En azul se muestra el dominio I, en verde el dominio II, en amarillo el dominio III y en
rojo el IV.

El gréafico de Ramachandran correspondiente al modelo de la estructura de Nav1.2
abierta muestra un 91.9% de los residuos aminoécidicos dentro de zonas permitidas,

mientras que un 76.8 % se encuentra en zonas favorables (figura 4.9).
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Figura 4.9: Graficos de Ramachandran del modelo del canal de sodio en la conformacién
abierta.

4.2. Busqueda bibliografica y conjunto de evaluacion.

Una vez obtenidas y validadas las estructuras tridimensionales del canal de sodio
cerrado y abierto resta seleccionar el programa de docking (y sus condiciones) para la

realizacion del cribado. Para ello inicialmente se analizd el desempeno del software en
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discriminar entre compuestos activos e inactivos conocidos. Para la construccion del con-
junto de evaluacion se generaron dos subconjuntos de compuestos: activos e inactivos.
Como activos se tomaron 180 estructuras con alta afinidad de unién al canal Nav1.2
proveniente de la base de datos CHEMBL [29] (valores de IC5y menores o iguales a 100
uM). Ademads se agregaron compuestos antiepilépticos con accién comprobada frente al

canal de sodio (Fenitoina, Carbamazepina y Lamotrigina) [30, 31].

El conjunto de inactivos se construyd con compuestos con baja afinidad de unién al
canal como: Deprenilo, gabapentina, mecamilamina, moclobemida, nialamida, procaina-
mida, tiaprida y topiramato [31]. De manera de ampliar el nimero de compuestos en este
subconjunto se realizé una busqueda de estructuras similares a las antes mencionadas,
asumiendo que estas también serian inactivas. De acuerdo al nimero de estructuras si-
milares encontradas para cada compuesto, se fijo el limite de similaridad requerido. Por
ejemplo, se utilizaron bajos valores de similaridad para nialamida (70 %) ya que a valores
de 90 % no se encontraron compuestos similares. Por otro lado, en el caso de mecamila-
mina se utilizé un porcentaje de similaridad del 99 % ya que para 90 % se obtenian del
orden de 1000 compuestos. De esta forma el conjunto de evaluaciéon quedo formado por

506 compuestos, 183 activos y 323 inactivos.

4.3. Docking molecular.

Se procedié a desarrollar un modelo de docking molecular capaz de predecir la ca-
pacidad de interaccion de los compuestos del conjunto de evaluacion. Los modelos se
generaron utilizando el software AutoDock Vina [32] definiendo el sitio activo en la zona
interna del poro donde interaccionan los anestésicos locales y los antiepilépticos. Esta
zona contiene a los residuos desde Phe-1754 hasta Tyr-1771 [33]. Para el canal cerrado
se utiliz6 una grilla de 16 x 19 x 25 A, mientras que en el modelo abierto el tamaiio de la
grilla fue de 20 x 20 x 20 A. En cada caso se permiti6 la movilidad de diferentes residuos

de aminoacidos. En el modelo cerrado los residuos flexibles fueron GIn-383, Ser-413, Phe-
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1764 y Tyr-1771 mientras que en el modelo abierto fueron Phe-1462, Ser-1463, Phe-1756

y Tyr-1760. El sitio de unién seleccionado para cada modelo se indica en la figura 4.10.

Las moléculas a evaluar fueron protonadas a pH fisiolégico con el software OpenBa-
bel2.3.2 [34] y se utilizaron cargas parciales Marsili-gasteiger [35] calculadas mediante el

software AutoDockTools 1.5.2 [36].

A)

Q)

GLN383

SER413

TYR1771

Figura 4.10: Sitio de unién propuesto y residuos flexibles para el docking molecular. A)
Modelo cerrado. B) Modelo abierto.

La comparacién de las dos simulaciones (con canal cerrado y abierto) se realizé me-
diante la evaluacion de las curvas ROC generadas (figura 4.11). Se utilizé el valor de la
funcion de evaluacién de la conformacion més estable de cada molécula del conjunto de
evaluacién como parametro. En el caso del canal abierto, el drea bajo la curva fue de
0,9125; mientras que para el canal cerrado este valor fue de 0,8779. Estos datos indican
que, si bien ambos modelos dan resultados bastante similares, el que mejor se ajusta
a la clasificacién experimental es el que utiliza la estructura del canal abierto. Estos

resultados se encuentran en linea con la conocida preferencia de los anticonvulsivos a
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una conformacién abierta del canal [4]. Por estas razones se decidié utilizar esta tltima

estructura para la busqueda de nuevos antiepilépticos en bases de datos.
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Figura 4.11: Curvas ROC obtenidas durante la simulacién del conjunto de evaluacion.
Azul: modelo del canal cerrado; rojo: modelo del canal abierto
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Capitulo 5

Busqueda, seleccion y evaluacion de
compuestos antiepilépticos.

Una vez construida la estructura de los blancos moleculares y seleccionados los mode-
los de docking a utilizar, se procedié a la buisqueda de compuestos que actien por bloqueo
de canales de sodio mediante cribado virtual. Posteriormente, aquellos que se predijeron

activos se sometieron a un segundo tamizado, con el fin de analizar su interaccién con

P-gp.

Se utilizaron dos tipos de bibliotecas virtuales. Una de ellas se elaboré para esta
investigacion, a partir de un conjunto de compuestos sintetizados y evaluados en su accién
anticonvulsiva mediante métodos in-vivo en el grupo de trabajo [1, 2]|. Particularmente se
seleccionaron las estructuras previamente ensayadas frente al test de electroshock maximo
(maximal electroshock seizure test, o MES test) [3]. Como se detalld en el capitulo uno,
este ensayo ha permitido detectar la accién anticonvulsiva de farmacos posteriormente
introducidos al mercado, y forma parte del protocolo utilizado por el Instituto Nacional
de Salud de Estados Unidos (ADD-NIH) para la identificacién de compuestos activos [4].
Sin embargo, debe aclararse que no existe una correlaciéon directa entre la actividad en
MES test y el mecanismo de accién de los farmacos. Anticonvulsivos clasicos, cuya accién
principal asociada es el bloqueo de los canales de sodio, son activos frente a este ensayo

(fenitoina, carbamacepina y lamotrigina entre otros); pero muchos otros farmacos con
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diferente mecanismo de accién también lo son.

Otra clase de bases de datos empleadas fueron aquellas formadas por compuestos
aprobados por la FDA (U. S Food and Drugs Administration), nutracéuticos y drogas
experimentales. En este caso el criterio utilizado fue analizar estructuras que en muchos
casos estan indicadas para el tratamiento de otras patologias, por lo que ya han sido
evaluadas exitosamente en un gran nimero de test relacionados con su toxicidad y/o
farmacocinética en humanos. El encontrar un segundo uso como antiepiléptico a drogas
ya estudiadas permitira reducir costos, tiempos y vidas de animales de experimentacion

implicadas en el proceso de descubrimiento de farmacos [5].

Finalmente los compuestos predichos como inhibidores del canal de sodio y no sustrato
de P-gp fueron seleccionados segtin accesibilidad y ensayados mediante métodos in-vitro

e in-vivo.

5.1. Analisis de compuestos de sintesis.

Los modelos desarrollados fueron utilizados para evaluar una serie de derivados de
sulfamidas previamente obtenidos y ensayados en estudios in-vivo en nuestro laboratorio.

El conjunto analizado esta formado por 28 compuestos, 23 de los cuales fueron activos

en MES test [1, 2].

Los céalculos de docking se realizaron de acuerdo a las condiciones seleccionadas pre-
viamente (descriptas en los capitulos tres y cuatro de esta tesis). Se definié un valor de
corte de -8,1 Kcal/mol para la discriminacién de bloqueantes y no bloqueantes del canal
de sodio, lo que implica una sensibilidad del 88 % y una especificidad del 80 %. El modelo
computacional clasificé como activos frente al canal de sodio Nav1.2 a tres de ellos (figura
5.1), indicando que la accién anticonvulsiva de los mismos podria estar asociada al blo-
queo de dicho blanco. Sobre estos tres compuestos se aplico el modelo de P-gp, utilizando

un valor de corte de -9 Kcal/mol para la diferenciacién de sustratos y no sustratos de
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P-gp (especificidad 80 % y sensibilidad 73 %). En los tres casos los compuestos se predi-
cen como no sustratos (figura 5.1). Por lo tanto, se procedié a determinar la capacidad
inhibitoria sobre el canal de sodio mediante estudios in-vitro de aquella estructura con

la funcién de evaluacién mas favorable en el canal de sodio (compuesto SIII).

o O/CH3
P )\/n //O
O\S// o : \//S\
7 )
F
F
SI SII
Nav12: -8,2; P-gp: -8,5 Nav12: -8,3; P-gp: -8,8
(0] H
NN \/\©
H (0]
SIIT

Navl12: -9,5; P-gp: -8,8

Figura 5.1: Compuestos sintetizados en el LIDeB clasificados como inhibidores del ca-
nal de sodio y no sustratos de P-gp. Se reportan los valores de la funcion de puntua-
cién obtenidos en el cribado para ambos blancos. SI: sulfamato de 2-hidroxifenil-N-p-
fluorobencilamina; SII: N-(N’-p-fluorobencil)sulfamoil-L-fenilalaninato de metilo; SIII:
N, N’-difenetilsulfamida.

5.2. Cribado virtual en bases de datos de farmacos.

Se emplearon las bases de datos ZINC [6] y DrugBank4.0 [7]. En el caso de ZINC,
se utilizé una sublibreria de compuestos aprobados para su comercializacién por la FDA
(ZINC-FDA) . Esta libreria fue desarrollada por Stefano Forli, Alex Perryman y Arthur
Olson del “The Scripps Research Institute” (TSRI, La Jolla, California), las estructuras se
encuentran en coordenadas tridimensionales (3D) y bajo extensién “PDBQT”, que es la

requerida para utilizar Autodock o Autodock Vina. Esta base consta de 3358 estructuras,
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incluyendo tautomeros e isémeros de los compuestos aprobados por la FDA.

En cuanto a DrugBank , se encuentra constituida por 7818 estructuras entre las que se
encuentran compuestos aprobados por la FDA, nutracéuticos y drogas experimentales. En
esta base de datos los compuestos se encuentran en formato “SDF” y con coordenadas en
2 dimensiones (2D). Las estructuras de la misma fueron inicialmente filtradas segin peso
molecular, descartando aquellas por debajo de 150 umas y también las que superaban
las 600 umas. Como resultado de este filtrado, se obtuvieron 5775 sustancias. Estas se
transformaron a coordenadas tridimensionales, donde se las protoné segin pH 7,4 y se le
asignaron cargas parciales a los atomos. Finalmente, se optimizaron mediante bisqueda
conformacional implementada por 750 pasos de Monte-Carlo y la mejor conformacion
obtenida fue minimizada por 300 ciclos de gradiente conjugado utilizando el campo de
fuerza de mecédnica molecular MMFF94 [8, 9, 10, 11, 12]. Todas estas etapas previas al

cribado fueron realizadas a través el paquete OpenBabel2.1.2 [13].

Ambas bases de compuestos se evaluaron con el modelo de canal de sodio y P-gp, a
modo de tamizado secuencial. Inicialmente se aplico el docking sobre el canal de sodio

para detectar aquellos compuestos que tuvieran actividad frente al mismo.

En este caso se utilizé como valor de corte -9 Kcal/mol, a efectos de aumentar la
especificidad del cribado y, de este modo, disminuir la tasa de falsos positivos. Con este
umbral se obtiene una especificidad del 93 % y una sensibilidad del 63 %. Evidentemente,
un incremento en la especificidad trae aparejada una pérdida de sensibilidad, esto es,
un aumento en el nimero de falsos negativos. Sin embargo se utiliza este criterio debido
a que pueden evaluarse experimentalmente un pequenio nimero de estructuras, por lo
que resulta conveniente evitar realizar ensayos bioldgicos con compuestos que se predicen
activos y no lo son, a expensas de perder compuestos activos en el tamizado. Bajo estas
condiciones el modelo clasifica como activas 1181 estructuras para la base ZINC-FDA y

1596 compuestos provenientes de DrugBank.

Los compuestos seleccionados fueron evaluados mediante el modelo de docking frente a

P-gp para filtrar y eliminar sustancias que tuvieran alta afinidad a la misma. Nuevamente,
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se aplicé una restriccién mayor para el valor de corte respecto de la utilizada para la
biblioteca de derivados de sulfamidas (seccién 5.1). En forma inversa al cribado del canal
de sodio, en este caso se buscan estructuras que no interaccionen con el blanco, por lo
que se eligié un valor umbral mas positivo. Superaron el tamiz aquellas moléculas con
un valor de funcién de evaluacién por encima de -8.5 Kcal/mol (Sensibilidad de 89 % y
especificidad de 55 %), ya que se consideré que las que tenfan un valor menor presentarian
una elevada afinidad predicha a P-gp. Esto permitié la seleccion de 190 estructuras en

total.

Posteriormente los candidatos fueron sometidos a una bisqueda bibliografica, con
el fin de determinar si alguno de ellos ha sido previamente estudiado en relacién a su
interaccién con los canales de sodio voltaje operados. Se encontré que el cribado virtual
selecciond la Ropivacaina, un anestésico de uso clinico con actividad inhibitoria sobre los
canales de sodio [14, 15] y la Cibenzolina, que también ha sido informado como bloqueante
de dicho blanco (Figura 5.2) [16]. La identificacién de estas estructuras dentro de la base

de datos da cuenta de la capacidad del modelo de encontrar estructuras activas.

CH,
CH;
0
N A

N NH ‘\\"

H \”“‘
CH; </ NHA

Ropivacaina Cibenzolina
Navl.2: -9; P-gp: -7,8 Navl.2: -9,7; P-gp: -8,5

Figura 5.2: Bloqueantes de canal de sodio detectados mediante cribado virtual. Se repor-
tan los valores de la funcién de puntuaciéon obtenidos en el cribado para este blanco y
para P-gp.
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Mediante un andélisis de la estructura de los 188 compuestos restantes, se preselec-
cionaron 19 como los mejores candidatos. En este caso se utilizé como criterio la dis-
ponibilidad de los mismos en el mercado y/o la estructura quimica, ya que algunos de
ellos presentan fragmentos estructurales comunes a farmacos bloqueantes del canal de
sodio (por ejemplo a fenitoina, carbamacepina o lamotrigina). La figura 5.3 muestra los

compuestos seleccionados.
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Figura 5.3: Compuestos preseleccionados para los ensayos bioldgicos. Se reportan los
valores de la funcién de puntuacion obtenidos para la interaccion con Navl.2 y para
P-gp. I Losartan ((2-butil-4-cloro-1-[2’-(1H-tetrazol-5-yl)bifenil-4-iljmetil-1H-imidazol-
5-il)metanol), antihipertensivo; II: Valsartan (4cido (S)-3-metil-2-(N-[2’-(2H-1,2,3,4-
tetrazol-5-il)bifenil-4-yljmetilpentanamido)butanoico), antihipertensivo;
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figura 5.3  (continuacién): III:  Ciprofloxacina (dcido  1-ciclopropil-6-fluoro-4-
oxo-7-(piperazin-1-il)-quinolin-3-carboxilico),  antibidtico; IV: Pravastatina (4ci-

do (3R,5R)-7-[(1S,2S,6S,8S,8aR )-6-hidroxi-2-metil-8- [(2S)-2-metilbutanoil]oxi-
1,2,6,7,8,8a-hexahidronaftalen-1-il]-3,5-dihidroxiheptanoico), antihipercolesterole-
miante;  V:  Terazosina  (1-(4-Amino-6,7-dimetoxi-2-quinazolinil )-4-((tetrahidro-

2-furanil)carbonil)piperazina), antagonista del receptor «al; VI O-[2-(1,3-
dioxoisoindol-2-il)etil] N-(4-bromofenil) tiocarbamato, droga experimental; VII: 4.4’-
Bis([H]metilsulfonil)-2,2’ 5 5’-tetraclorobifenil, droga experimental; VIIL:Tietilpirazina,
(2-(etiltio)-10-[3-(4-metilpiperazin-1-il)propil]-10H-fenotiazina), —antiemético; 1X:3,8-
dibromo-7-hidroxi-4-metil-2H-cromen-2-ona,  droga  experimental;  X:  Dezoci-
na ((1R,9S,15S)-15-amino-1-methyltriciclo[7.5.1.02,"|pentadeca-2,4,6-trien-4-ol),
analgésico opioide; XI: Ertapenem (dcido (4R,5S,65)-3-](3S,55)-5-[(3-carboxifenil)
carbamoil|pirrolidin-3-ilJsulfanil-6-(1-hidroxietil )-4-metil-7-oxo-1-azabiciclo [3.2.0]hept-2-
ene-2-carboxilico), antibiéticocarbapenem; XII: Hidroximorfinol ((1S,5R,13R,14S,17S)-
4-metil-12-oxa-4-azapentaciclo[9.6.1.0*,12.0° 17.07 ¥]octadeca-7(18),8,10-trieno-10,14,17-
triol), experimental ); XIII: Metodilazina (10-[(1-metilpirrolidin-3-il)metil]-10H-
fenotiazina), antiinflamatorio; XIV: Moxalactam (écido (6R,7R)-7-[2-carboxi-2-(4-
hidroxifenil)acetamidol-7-metoxi-3-[(1-metil-1H-1,2,3,4-tetrazol-5-il)sulfanil|metil-
8-oxo-5-oxa-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-2-carboxilico), —antibidtico; XV: Reboxetina
((2S)-2-[(S)-2-etoxifenoxi(fenil)metiljmorfolina),  antidepresivo; XVI:  Oxomemazi-
na  (3-(5,5-dioxofenotiazin-10-y1)-N,N 2-trimetilpropan-1-amina),  antiinflamatorio;
XVII: Clopamida (4-cloro-N-[(2S,65)-2,6-dimetilpiperidin-1-il]-3-sulfamoilbenzamida),
diurético; XVIII: Darusentan (dcido (2S)-2-[(4,6-dimetoxipirimidin-2-il)oxi]-3-metoxi-
3,3-difenilpropanoico), antihipertensivo; XIX: Cisapride (4-amino-5-cloro-N-((3S,45)-1-
[3-(4-fluorofenoxi)propil]-3-metoxipiperidin-4-il)-2-metoxibenzamida), agente gastropro-
cinético.

En este conjunto final se encuentra la Terazosina (compuesto V, Figura 5.3) un anta-
gonista del receptor a-1, y la Cisaprida (compuesto XIX), un agente gastroprocinético.
Se encontré en literatura que estos farmacos han sido estudiados como inhibidores de
canales de potasio operados por voltaje [17, 18, 19, 20]. Dada la similitud estructural
existente entre los canales de sodio y de potasio, estos candidatos resultan interesantes
para su estudio en el blanco molecular Nav1.2. Al momento estos compuestos no se en-

cuentran disponibles en nuestro laboratorio y no pudieron ser adquiridos, por lo que se

propone su estudio en una etapa posterior a esta investigacion.

Finalmente pudieron adquirirse tres compuestos para la evaluacion biolégica, los cua-
les se encuentran disponibles en el mercado farmacéutico del pais. Ellos son: Losartan (I)

y Valsartan (II), antagonistas del receptor de angiotensina II utilizados como antihiper-
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tensivos y Ciprofloxacina (III) antibidtico del grupo de las fluoroquinolonas. Previo a los
ensayos bioldgicos se corrobord que estos candidatos presenten un coeficiente de particion
(log P) en un rango entre 1-5 y una solubilidad en agua tal que permita la preparacién

de las soluciones necesarias.

5.3. Emnsayos bioldgicos in-vitro.

Se utilizé la técnica de patch-clamp para analizar el efecto de los candidatos sobre
la actividad del canal Nav1.2, expresado en un sistema heterélogo. La técnica de patch-
clamp permite medir corrientes idnicas de transmembrana manteniendo el potencial de
la misma en valores prefijados (en inglés, voltage-clamp), o la variacién de potencial
de membrana ante un estimulo fijo de corriente (en inglés, current-clamp) [21]. Esta
técnica permite identificar los iones que transportan la corriente (y calcular la magnitud
de la misma), asi como evaluar la sensibilidad al voltaje y la modulacién por sustancias
endogenas o exogenas de los canales idnicos, lo que la hacen ideal para el estudio de

canales iénicos.

La técnica consiste en la aproximacién de una micropipeta de vidrio, por medio de un
micromanipulador, a la superficie de la membrana de la célula elegida y el establecimien-
to (mediante una suave succién) de un sello de alta resistencia (en inglés, giga-seal), de
aproximadamente 10 G2, entre el vidrio de la misma y la membrana celular [22]. Para
el registro de la corriente de sodio se trabajé en la configuraciéon denominada de célula
completa (en inglés whole-cell, WC), donde se registran corrientes macroscépicas repre-
sentativas de la totalidad de canales iénicos presentes en la membrana celular. Para la
configuracion WC es necesario inicialmente formar un giga-seal (figura 5.4 A) mediante
una pequena succion y luego se realiza una segunda presién negativa desde la pipeta
(figura 5.4 B), que logra retirar la porciéon de membrana sellada (figura 5.4 C) [22]. De
esta manera la solucién de la pipeta dializa la célula y se establece una conexion eléctrica

entre el electrodo (en contacto con la solucién de la micropipeta) y el interior celular,
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como se muestra en el esquema de la figura 5.5.

A B C

Micro

pipeta

pipeta pipeta

= —>

Célula

Figura 5.4: Obtencién de la configuracion whole-cell. A: Mediante la aplicacién de una
pequena succién se genera el giga-seal (B). A partir de esta configuracién (también co-
nocida como cell-attached) una segunda succion logra retirar la porcién de membrana en
la pipeta. C: Configuracién whole-cell [22].

La configuracién WC representa un buen modelo para el estudio de canales idnicos
en condiciones cercanas a las fisiologicas, dado que permite mantener gran parte de las
estructuras intracelulares, respetar los gradientes de los distintos iones a ambos lados
de la membrana y registrar las corrientes en una célula que mantiene su capacidad de
establecer un potencial de membrana en el reposo. Estos ensayos fueron realizados por
el Dr. Pedro Martin del Instituto de Estudio Inmunolégicos y Fisiopatoldgicos (ITFP,
CONICET-UNLP), bajo la direccién de la Dra. Verdnica Milesi.
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Electrédo
Amplificador

Micropipeta

s

Figura 5.5: Esquema basico del circuito Patch-clamp.

5.3.1. Condiciones experimentales de los ensayos in-vitro.

Todos los experimentos fueron realizados en lineas celulares HEK293 con expresién
estable de la subunidad « del canal Nav1.2 (gentilmente donadas por GlaxoSmithKline,
Stevenage, UK). Esta expresién fue generada utilizando el vector pCIN5, el cual confiere
la resistencia a la Geneticina como método de presién de seleccién de las células transfec-
tadas [23, 24]. La linea celular fue cultivada en DMEM F12 (Emeve medios, Argentina)
suplementado con Suero Fetal Bobino (SFB) al 10 % (Internegocios, Argentina) y Gene-
ticina 50 pg/ml (Sigma-Aldrich). Las células crecieron en una estufa de cultivo REVCO
a 37°C y en atmosfera controlada de 5% de CO,. El dia de realizacién de los registros
electrofisioldgicos, las células fueron levantadas con Accutasa (Sigma-Aldrich), resuspen-
didas en medio sin SFB ni Geneticina, y colocadas en una camara de fondo de vidrio
de 3 ml apta para microscopio invertido. Se seleccionan por su aspecto para intentar el
logro de sellos con los microelectrodos de patch-clamp, y se utilizaron durante las 5 a 6

horas posteriores a la preparacion.

Las células son observadas a través de un microscopio invertido (Televal 3; Zeiss,
Jena, Alemania) estabilizado mecdnicamente sobre una mesa antivibratoria (Newport)

recubierto con una caja de Faraday para filtrar los ruidos eléctricos del ambiente. La senal
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de corriente iénica fue registrada en funcién del tiempo con un amplificador Axopatch
200A (Axon Instruments, Foster City, CA). Se filtr6 adecuadamente con un filtro de
tipo Bessel de 8 polos a una frecuencia de 2 kHz y se digitalizé (Digidata 1400 Axon

Instruments, Foster City, CA) con una frecuencia de muestreo de 200kHz.

Las soluciones ensayadas fueron perfundidas con una pipeta multivias colocada en
la proximidad de la célula investigada, todas a temperatura ambiente. Luego de ensayar
un protocolo en una célula, se reemplaza la camara experimental por otra conteniendo
una nueva muestra de células. Las distintas drogas ensayadas fueron agregadas sobre las
soluciones estandares y, en el caso que correspondiera, los controles fueron realizados en

presencia del solvente en el cual se disolvié la droga.

Como se mencioné anteriormente, la configuracién de célula completa (WC) permite
registrar las corrientes que atraviesan la membrana a través de todos los canales pre-
sentes, en respuesta a un pulso de voltaje (modo voltage-clamp). Para el ensayo de los
compuestos candidatos se aplicaron protocolos de voltaje en forma de un pulso rectan-
gular, que consisten en un cambio discreto instantaneo del valor de potencial desde un
valor determinado (potencial de mantenimiento) a otro valor de potencial que se man-
tiene durante un tiempo y luego retorna en forma instantdnea al valor inicial (figura

5.6).

v aplicado

| v mantenimiento

Tiempo

Figura 5.6: Esquema de protocolo de un pulso de voltaje.

El potencial de membrana de mantenimiento fue fijado en -70mV, potencial donde la
mayor parte de los canales de sodio se encuentran en estado de reposo, pero que facilita
la observacién de bloqueos por farmacos Voltaje-dependientes [25]. Las corrientes ma-

croscopicas fueron analizadas en condiciones control y luego del agregado de los distintos
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candidatos probados a partir de la aplicaciéon de un pulso de voltaje de 15 ms de duracion
a -20 mV (potencial de la corriente maxima de los canales Nav1.2) a partir del potencial
de mantenimiento (de -70 mV). Se esperaron 10 segundos entre la aplicacién de cada
pulso para permitir la recuperacion de los canales del estado inactivado. El valor de la
corriente fue medido al pico negativo, momento en el cual la corriente alcanzé su maximo

valor.

Se utilizaron las siguientes soluciones de registro:

» Solucién intracelular de la pipeta (SI) en mM: CsCl 126; MgCl, 4; HEPES 10;
EGTA 10; EDTA 1; NayATP 4; llevada a pH 7,2 con CsOH

» Solucién extracelular del bano (SE) en mM: NaCl 135; KCI1 4,7; MgCl, 1,2; CaCl,
2,5; HEPES 10; Glucosa 10; llevada a pH 7,4 con NaOH.

5.3.2. Resultados de los ensayos in-vitro.

Los cuatro compuestos seleccionados mediante el cribado virtual fueron evaluados
en el ensayo patch-clamp, siguiendo la técnica descripta con anterioridad. Los mismos
se agregaron a la solucién extracelular desde una solucién madre concentrada (dilucién
1:1000). La ciprofloxacina (III) fue disuelta en agua bi-destilada, mientras que el resto
en dimetilsulfoxido (DMSO). En los casos donde fue necesario, el solvente se agregd en

las condiciones control en la misma dilucién de 1:1000.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.7. Se observa un esquema del
protocolo de voltaje utilizado para generar la corriente tipica de sodio y la influencia
sobre ella de los compuestos ensayados (Figura 5.7 A). En la figura 5.7 B se observan los
valores de corriente porcentual registrados en presencia de los candidatos con respecto al
control. Los resultados fueron expresados como la media =+ error estandar de la misma.
Se realizaron test de t Student para comparar entre los 2 grupos (control y con droga).

Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas en los casos en que el
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valor de p fue menor a 0,05.

Como puede observarse, los compuestos N,N’-difenetilsulfamida y ciprofloxacina pre-
sentan accién inhibitoria sobre el canal de sodio a las concentraciones ensayadas (100
uM y 300 uM respectivamente). En el caso de la N,N’-difenetilsulfamida se observa una
disminucién relativa de la corriente del 35,8 % 4+ 6,6 (n = 3, p < 0,05), mientras que para
la ciprofloxacina este valor es de 29,1 % =+ 5,0 (n = 3, p < 0,05). Por el contrario, losar-
tan y valsartan producen un incremento en el registro de corriente respecto del control
(136,0% + 2,3y 115,9% + 4,1; n = 3, p < 0,05). Si bien para el caso de los dos tltimos
compuestos el efecto no es el buscado, a partir de estos resultados puede inferirse que los
cuatro candidatos parecen interaccionar con el canal Nav1.2, alterando su funcion. Estos
resultados corroboran la capacidad de las estrategias propuestas para el descubrimiento

de nuevos compuestos activos.
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Figura 5.7: Efecto de los candidatos evaluados sobre el canal de sodio Nav1.2. Se grafica en
color verde el comportamiento de la N,N’-difenetilsulfamida (compuesto SIII), en amarillo
la ciprofloxacina (compuesto III), en rojo Valsartan (compuesto II) y en azul losartan
(compuesto I). El control se muestra en negro. A: Corriente tipica de sodio evocada por
un pulso de voltaje desde un potencial de mantenimiento de -70mV hasta un potencial
de -20mV en ausencia y en presencia del compuesto a evaluar. B: Valores medios del
bloqueo de la corriente al pico de sodio para cada uno de los compuestos ensayados. Los
resultados representan el valor medio de 3 ensayos independientes, las barras indican la
desviacion estéandar y el asterisco indica diferencias significativas respecto al control (p
< 0,05).

5.4. Emnsayos biolégicos in-vivo.

Para determinar la accién anticonvulsiva in-vivo de los compuestos seleccionados se
realizaron estudios en animales, siguiendo los lineamientos propuestos por el programa de
desarrollo de anticonvulsivos del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (ADD-
NIH) [4]. Este tipo de estudios son aceptados internacionalmente para la deteccién inicial
de actividad anticonvulsiva en nuevas estructuras. Los ensayos estuvieron a cargo de

especialistas en este campo que conforman el grupo de trabajo del LIDeB.
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El proceso de desarrollo de nuevos farmacos anticonvulsivos requiere poder evaluar
un gran numero de compuestos en un tiempo relativamente corto. Para esto, se deben
utilizar modelos experimentales sencillos, eficientes (en tiempo y costo) y con un gran
poder predictivo [26]. La mayoria de los ensayos en la etapa de identificaciéon de com-
puestos se lleva a cabo sobre animales sanos, a los que se inducen las crisis por medio de
métodos eléctricos o quimicos. Aunque existen otros ensayos que podrian ser potencial-
mente utilizados, los métodos MES (Maximal Electroshock Test) y PTZ (subcutaneous
Pentilentetrazol Test) contindan, desde hace més de 60 anos, siendo los procedimien-
tos estandar en las etapas tempranas de busqueda de nuevos farmacos anticonvulsivos
[3].Como se explicé anteriormente en esta tesis, en el ensayo MES se induce el episodio
convulsivo mediante la aplicacién de una descarga eléctrica controlada. Por otra parte,
en el test de PTZ, este episodio es provocado mediante la administracion de un agen-
te convulsivo: el pentilentetrazol (PTZ). En ambos casos se mide la capacidad de un
farmaco, administrado previamente, de evitar la convulsion. Los compuestos con activi-
dad en estos ensayos presentan una buena correlacién respecto a su eficacia clinica [3].
Sin embargo, la falta de actividad en estos test no indica que el compuesto sea un mal
candidato para el tratamiento de las crisis, ya que no son los Uinicos ensayos preclinicos
para la deteccién de compuestos promisorios [3]. Dado que los anticonvulsivos actuales
cuyo principal mecanismo de accién asociado es el bloqueo de los canales de sodio son
activos frente a MES test [27], este ensayo fue el elegido para los estudios in-vivo de los

compuestos seleccionados en esta tesis.

5.4.1. Condiciones experimentales de los ensayos in-vivo.

Para todos los ensayos bioldgicos se utilizaron ratones machos albinos Swiss adultos
(18 a 23 gr de peso). Se eligieron animales de la misma edad y similar peso en cada

ensayo, para minimizar la variabilidad bioldgica.

Los animales fueron adquiridos en la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Univer-

sidad Nacional de La Plata y mantenidos en el bioterio de experimentacion del LIDeB
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siguiendo las recomendaciones éticas de la guia provista por el Instituto Nacional de

Salud de Estados Unidos para el manejo y cuidado de animales de laboratorio [28].

Se permitié que los ratones se habituaran a dicho bioterio durante al menos 24-48
horas antes del ensayo biolégico, para evitar la influencia en el mismo del estrés que
sufren durante el traslado y cambio de habitat. Para esto se los colocé en una habitacion
exclusiva para el mantenimiento de ratones, diferente a la de ensayos bioldgicos. En
esta etapa se mantuvieron en jaulas colectivas, con alimento y agua ad-libitum, bajo un

régimen de ciclos luz/oscuridad de 12 hs.

Los ensayos se realizaron siempre a la misma hora del dia. Los ratones selecciona-
dos, que se utilizaron por tnica vez, se trasladaron a la sala de ensayos bioldgicos y se
aislaron en compartimientos individuales. Luego del ensayo, los animales se colocaron
nuevamente en jaulas colectivas y se mantuvieron en observacién durante 72 horas para
detectar posibles efectos téxicos que ocasionen la muerte. Para una correcta evaluacién
de los compuestos, estos deben administrarse a los animales en una solucién, suspension o
emulsién homogénea. Para ello se acepta la disolucién de las drogas en solucion fisiologica
o polietilenglicol 400 (PEG 400), de acuerdo a su solubilidad. Las drogas a ensayar se

administraron via intraperitoneal (i.p.).

Ensayo MES.

Como se indico anteriormente, en el ensayo MES debe inducirse la convulsién median-
te una descarga eléctrica controlada. Segin lo previsto por el ADD-NIH [4], se deben
administrar tres dosis de la droga a evaluar: 30, 100 y 300 mg/Kg. Cada una de estas
dosis debe ser evaluada a dos tiempos luego de la administraciéon de la droga: 0,5 y 4 hs.
Es por eso que inicialmente se administra el compuesto a ensayar al ratén y, al tiempo
estipulado en el ensayo, se induce el estimulo eléctrico. Se mide entonces la capacidad de

la droga de prevenir la crisis convulsiva.

La convulsion maxima por electrochoque es provocada en los ratones por medio del

suministro de un estimulo eléctrico de 60 Hz/50 mA de 0,2 segundos de duracién uti-
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lizando electrodos de oreja y generada por una unidad ECT 57800 de UGO Basile® .
Con estas magnitudes se obtiene un tren de ondas rectangulares correspondientes a un
estimulo aplicado 4-5 veces mayor que el necesario para llegar al umbral de convulsion.
En relacién al comportamiento del animal, una convulsién maxima provocada por es-
te equipo implica una flexion tonica de sus miembros posteriores por un corto tiempo,
seguida de un periodo mas largo de extensién ténica y finalmente un episodio clénico.
Particularmente, si la extensiéon ténica no es mayor a 90 grados con respecto al eje de su

cuerpo, indica que el compuesto administrado protege frente a la crisis [4].

Ensayo de Rotorod.

La toxicidad inducida por los compuestos a ensayar se determina inicialmente mediante
el uso del ensayo de Rotorod [4]. Se busca detectar efectos neurotdéxicos que se manifiestan
como sedacién o ataxia. Un raton sano puede mantener el equilibrio durante un periodo
prolongado de tiempo en un cilindro que gira a razén de 6 r.p.m.. El ensayo mide la
capacidad del animal de mantener una caminata en el cilindro giratorio durante 1 minuto

en 3 instancias sucesivas.

Se utilizé un aparato construido en la Facultad de Ingenieria de la Universidad Na-
cional de La Plata, en analogia con el equipo Rota-Rod trend mill formice Ugo Basile®.
El equipo consiste en un cilindro estriado de 3 cm de didmetro. Los ratones se ubican en
el cilindro en movimiento, separados por paneles circulares. Los animales que no man-
tienen el equilibrio caen en una bandeja situada debajo del cilindro. Esta evaluacién se
realiza previa a la administracién de las drogas a evaluar, a fin de verificar el buen estado
de los animales. Se repite el mismo ensayo en forma posterior a la administracién del
compuesto a evaluar y previo a la induccién convulsiva, con el objeto de verificar si se ha
producido una depresién del sistema nervioso central por la administracién de la droga

(manifestada como ataxia o sedacién).

De acuerdo a los resultados obtenidos en MES test y Rotorod, los compuestos pueden

clasificarse en cuatro categorfas [29]:

182



5.4. Ensayos biolégicos in-vivo.

Clase 1: Compuestos activos a dosis de hasta 100 mg/Kg.

Clase 2: Compuestos activos a dosis mayores a 100 mg/Kg.

Clase 3: Compuestos inactivos a dosis inferiores a 300 mg/Kg.

Clase 4: Compuestos activos a dosis inferiores a 100 mg/Kg y tdxicos a esa misma

dosis.

De este modo, aquellos compuestos que no manifiesten actividad apreciable o por el
contrario, presenten una alta neurotoxicidad pueden descartarse rapidamente (clases 3y
4), mientras que los mds activos (clase 1) pasan a la siguiente fase del programa ADD-
NIH [4]. Esta implica la cuantificacién de la dosis anticonvulsiva en ratones mediante el
célculo de la dosis efectiva media (ED50) en MES y PTZ. Asimismo se calcula la dosis
téxica media (TD50) y con ella el indice terapéutico (PI) que presenta el compuesto.
Las drogas con actividad intermedia (clase 2), pueden considerarse o no de acuerdo al
criterio del investigador, generalmente se considera lo novedoso de su estructura para

seguir siendo estudiadas.

5.4.1.1. Resultados de los ensayos in-vivo.

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos mediante la evaluacién bioldgi-
ca frente a los ensayos MES y Rotorod de los candidatos seleccionados en esta tesis.
Siguiendo los lineamientos del programa ADD-NIH se midi6 la respuesta frente a estos
ensayos luego de 0,5 y 4 hs de administrado el compuesto; a concentraciones de 30, 100
mg/kg para cada tiempo. Debe aclararse que, como se indic6 previamente, el programa
incluye concentraciones mayores ademas de las aqui ensayadas. El criterio utilizado para
prescindir de estas dosis altas fue que se buscan en este trabajo compuestos muy activos,
capaces de superar la potencia de anticonvulsivos conocidos. Por lo tanto, encontrar com-
puestos activos a concentraciones mayores a los limites de clase 1 implicaria descartar el
compuesto. De esta manera se evito sacrificar animales, tiempo y dinero en resultados

que no se utilizaran.
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La Tabla 5.1 muestra los resultados obtenidos en el ensayo MES y Rotorod para los
compuestos seleccionados por cribado virtual. Se observan propiedades anticonvulsivas

in-vivo en tres de los cuatro compuestos considerados.

La N,N’-difenetilsulfamida (candidato perteneciente al cribado de la libreria de com-
puestos de sintesis del laboratorio), ya habia sido ensayada previamente por el grupo de
trabajo [1]. Esta molécula y valsartan pueden definirse como candidatos de clase 1, es
decir que pertenecen al grupo mas activo de compuestos. En el caso de losartan, no se
observa accién a las dosis ensayadas (clase 3). Para ciprofloxacina se encontré actividad
anticonvulsiva a la menor concentracion testeada, lo que da idea de una potencia intere-
sante. Sin embargo uno de los ratones no superd el test de Rotorod a dosis de 30mg/Kg
por lo que se proponen estudios posteriores a menores concentraciones para observar si

la actividad anticonvulsiva prevalece sin la presencia de efectos neurotoxicos.

Compuesto | Clase MES | Dosis mg/kg | MES ¢  RotoRod’
05| 4 |05 4

SIIIC 1 30 0/310/310/31]0/3
100 3/310/310/31]0/3

I 3 30 0/210/210/21] 0/2
100 0/210/210/2| 0/2

I1 1 30 0/210/210/21] 0/2
100 1/2 | 1/2]0/2 | 0/2

11 1 30 0/2 | 2/4 | 1/2| 0/4
100 0/2 | 1/4]0/2]| 0/2

Tabla 5.1: Resultados de los ensayos realizados en ratones para determinar accién con-
vulsiva de los compuestos seleccionados. a (Nimero de animales protegidos / nimero de
animales ensayados). b (Nimero de animales con presencia de sedacién o ataxia / nimero
de animales ensayados). ¢ Actividad anticonvulsiva determinada previamente [1].
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Capitulo 6

Analisis de resultados y
conclusiones.

En esta investigacion se ha desarrollado y validado un protocolo de cribado virtual
capaz de identificar sustancias con actividad anticonvulsiva. Para esto, se aplicaron estra-
tegias de diseno racional de farmacos asistido por computadora para el descubrimiento
de nuevas estructuras activas. Especificamente, se abordo la problemaética de la falta de
eficacia de los farmacos anticonvulsivos, los cuales no logran controlar las crisis epilépticas

de alrededor del 30 % de los pacientes.

Se seleccion6 como blanco molecular a los canales de sodio operados por voltaje. Se
trabajo sobre el isotipo Navl.2, dado que este se encuentra involucrado en fenémenos
epilépticos y tiene probada interaccién con farmacos anticonvulsivos. Como resultado
de este trabajo se generaron dos modelos tridimensionales de la arquitectura del poro
de dicho canal en humanos (estados cerrado y abierto). En ambos casos, y debido a la
escasa informacién estructural disponible en el Protein Data Bank, debié realizarse un
modelado independiente para cada uno de los segmentos del canal y luego ensamblar los

resultados para la construccion del poro.

La estructura de conformacion cerrada del poro fue predicha mediante un método de
reconocimiento del plegado (threading). Este modelo fue luego validado mediante el uso

de los graficos de Ramachandran y de un analisis de la ubicacién de residuos altamente
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conservados en la zona del filtro de selectividad (anillo DEKA).

La construccion de un modelo abierto de Nav1.2 constituye uno de los mayores logros
de este trabajo de tesis. Como se detallé anteriormente, los anticonvulsivos tienen una alta
afinidad al poro del canal cuando este se encuentra en un estado abierto. Dada la ausencia
de estructuras experimentales en esta conformacion, el molde a utilizar para la prediccién
estructural debié “fabricarse”. Para ello se realiz6 un analisis de las conformaciones de
canales experimentales disponibles, seleccionandose el canal i6nico no especifico NaK de
Bacilus cereus, que cuenta con estructuras en estado cerrado y abierto. Esta comparacion
permitié detectar que la zona interna del poro, debajo del filtro de selectividad DEKA es
la mas afectada por el cambio conformacional. Por lo tanto se construyé una estructura
molde propia resultante del reemplazo de las coordenadas del segmento S6 (que conforma
el poro del canal) de la estructura del canal de sodio de la bacteria Arcobacter butzleri (en
estado cerrado) por el correspondiente a NaK en estado abierto. Finalmente el modelo
fue construido mediante un método comparativo y validado de igual manera que para el

estado cerrado.

Otra contribucion de esta investigacion fue la individualizacion de los programas y
condiciones de docking capaces de identificar compuestos que se predicen bloqueantes
del canal Nav1.2. Esto se logré mediante un analisis de los resultados de las simulaciones
aplicadas a un conjunto de evaluacién de compuestos que se conocen activos e inactivos
en este blanco. Se concluyé que Autodock Vina es un programa capaz de clasificar en
forma aceptable las estructuras de ambos subconjuntos, especialmente si se considera la
conformacion abierta del canal y se permite la movilidad de ciertos residuos de la zona

interna del poro.

A pesar de que esta investigacion estd enmarcada en las primeras etapas del descu-
brimiento de estructuras activas para el tratamiento de las crisis convulsivas, se deci-
di6 considerar de alguna manera la problemética de la epilepsia refractaria. Esta estra-
tegia estd basada en la idea de contribuir al conocimiento no solo mediante el hallazgo

de compuestos activos, sino también por encontrar estructuras que puedan ser el punto
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de partida para satisfacer la demanda de pacientes resistentes a la medicacién actual.
Ademas, la consideracién temprana de mecanismos de farmacorresistencia permite aho-
rrar tiempo, esfuerzo, dinero y vidas de animales de experimentacién en candidatos que
luego deben ser descartados por no superar los criterios de seleccion en las etapas sub-
siguientes del desarrollo de farmacos. Por lo tanto, en esta tesis se incorporé como anti-
target a la glicoproteina P (P-gp), un transportador de eflujo parcialmente responsable
de la incapacidad de ciertos farmacos de acceder al receptor en concentraciones suficien-
tes para ejercer su accion. Para ello se construyé y validé un modelo tridimensional del

transportador utilizando herramientas basadas en la reconocimiento del plegado.

Otro aporte importante de esta investigacion fue la identificacién de las condiciones
de docking capaces de discriminar adecuadamente entre sustratos y no sustratos de P-
gp. Debido a la controversia encontrada en literatura respecto a la clasificacion de ciertos
compuestos como sustratos o no sustratos, debié adoptarse un criterio de seleccién para la
creacion del conjunto de evaluacion. Esto implicé un andlisis de los resultados publicados
en distintos tipos de ensayos para estructuras conocidas. Como resultado se obtuvo un
conjunto pequeno de 53 compuestos que sirvié para seleccionar a Autodock Vina como
el programa de docking capaz de discriminar en forma aceptable entre sustratos y no
sustratos, considerando cierta flexibilidad en residuos presentes en la gran cavidad de la
proteina que define el sitio activo. Posteriormente el conjunto de evaluacién fue ampliado
hasta contener unas 1200 estructuras, las cuales fueron clasificadas correctamente por el

modelo de simulacion previamente utilizado.

Los modelos tridimensionales y la determinacion de las condiciones para la simulacion
por docking de las interacciones con P-gp y canal de sodio fueron las herramientas que
debieron construirse para la realizacion del cribado virtual. Se selecciond para ello una
biblioteca propia que contiene compuestos preparados en el laboratorio y bases de datos
que incluyen estructuras aprobadas por la FDA, nutracéuticos y drogas experimentales.
Se pensé en analizar estructuras indicadas para el tratamiento de otras patologias porque

estas ya han sido evaluadas exitosamente en un gran ntimero de test relacionados con su
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toxicidad y/o farmacocinética en humanos.

El cribado se realizé en forma secuencial. Inicialmente 28 compuestos propios y unos
10000 provenientes de bases de datos se sometieron a una simulacién por docking sobre
el canal de sodio, recuperandose unos 2700 como candidatos a interaccionar con Nav1.2
(3 de ellos compuestos preparados en el laboratorio). Estas fueron analizadas en su inter-
accion con P-gp mediante docking, obteniéndose unas 200 estructuras que se predicen no
sustratos de dicha proteina. Cuatro compuestos (uno de ellos proveniente de la biblioteca
de compuestos disponible en el laboratorio) fueron evaluados en modelos in vitro e in

vivo. Ellos son: N,N’-difenetilsulfamida, Losartan, Valsaltan y Ciprofloxacina.

Los estudios in vitro reflejan que en todos los casos existe una interaccion de los can-
didatos con el canal de sodio. Esto valida la capacidad de la técnica de docking molecular
implementada durante el cribado de detectar compuestos capaces de interaccionar con los
mismos. Quedan pendientes ensayos adicionales capaces de describir el comportamiento
de esta interaccién con mayor profundidad. En particular, aquellos destinados a carac-
terizar el efecto de los compuestos respecto a la recuperacion del estado de inactivacion
en funcién del tiempo (inhibicién dependiente del uso) y del potencial de mantenimien-
to (inhibicién dependiente de voltaje). Estos efectos se encuentran bien estudiados en
los farmacos anticonvulsivos que actian mediante el bloqueo de canales de sodio. Como
ya se menciond en el capitulo 1 de esta tesis, estos compuestos actian estabilizando el
estado inactivado, por lo que presentan una inhibicién dependiente de la frecuencia de

despolarizacién y del voltaje de mantenimiento durante el ensayo.

De acuerdo a las evaluaciones in vivo, la mayoria de los compuestos muestra acti-
vidad antiepiléptica frente a MES test, a excepcion de losartan. En el caso de N,N’-
difenetilsulfamida y ciprofloxacina estos resultados son consistentes con los obtenidos en
el ensayo patch-clamp. Respecto a valsartan, si bien en principio los resultados podrian
parecer contradictorios, cabe la posibilidad de que el efecto anticonvulsivo sea debido a
otro mecanismo de accién o incluso estar asociado con un retardo en la recuperacion de

la inactivacion de los canales de sodio.

192



Adicionalmente no se observa neurotoxicidad en forma de sedacién o ataxia excepto
para ciprofloxacina, donde un animal no super6 el test de Rotorod. En este caso en
particular, dado que el compuesto presenté actividad a bajas concentraciones (30 mg/kg)
se deberia ensayar a dosis mas bajas para ver si continia la actividad sin la presencia de

neurotoxicidad.

A partir de los resultados obtenidos, es posible demostrar que los modelos tridi-
mensionales construidos y la metodologia basada en la estructura del receptor (bajo las
condiciones ensayadas) han sido capaces de enriquecer una base de compuestos distin-
guiendo satisfactoriamente activos de los que no lo son. Este aspecto es de notable interés,
ya que estos modelos quedan disponibles para futuras investigaciones que impliquen, por

ejemplo, el cribado virtual de nuevas bases de datos.
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