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Abreviaturas

4-DAMP - 4-dimetilaminopiridina

4-PiPy - 4-pirrolidinpiridina

AMPA s Acido 2-(aminometil)fenilacético
ASP  mmmmmmmmeeeeo Anticonvulsant Screening Program
ATPasa -------------e- Adenosin Trifosfatasa

AZT  mmmmmmmmeeeeee- Azidovudina

BHE = ---m-mememeeee- Barrera Hematoencefalica

CBZ = —mmmemmmemeee- Carbamazepina

CCD e Cromatografia Capa Delgada

CDP  mememmmeeeeee- Cytidine diphosphate

CoMFA - Comparative Molecular Fields Analysis
Da = mmmmmmemeeeeee- Dalton

DAG = =  emmeemmeemee- Diacilglicerol

DEs, = mmmmmmmmmmeo-- Dosis Efectiva 50

DLs, = ---mm-mmmmmmme- Dosis Letal 50

DMSO -mmmeeeeeee- Dimetilsulféxido

ECA = e Enzima convertidora de Angiotensina
EEG ~ =  ----mememeeee- Electroencefalograma

ESM e Etosuccimida

FAEs  ——-mmmmmmeeee- Farmacos Antiepilépticos

FBM  —memememmeeeeee Felbamato

FDA = =-memecmemeeee Food and Drug Administration

GABA - Acido y-amino butirico

GABA-T  —--—mmmmmmmeee- Enzima GABA transaminasa

GBP = - Gabapentina

GLUT1 W --—mmmmmmmmee- Transportador de glucosa (Glucose Transporter 1)
GSK-3  mmmmmmmmeeeeee- guinasa 3-glicogeno sintetasa

HAT e Histona acetil transferasa
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Objetivo de esta Investigacion

El objetivo principal de esta investigacion es el descubrimiento de nuevos farmacos
antiepilépticos. La epilepsia es uno de los des6rdenes neuroldgicos mas comunes, la
prevalencia mundial de esta enfermedad se estima en el 1% (mas de 60 millones
de personas), de las cuales mas del 80 % de esta incidencia se da en los paises
subdesarrollados. Se estima que el 25-30 % de los pacientes con epilepsia son
farmacorresistentes, esto quiere decir que la terapia de farmacos no es efectiva en
ellos. Claramente surge la necesidad de desarrollar farmacos mas eficaces que no
infrinjan la calidad de vida de los pacientes.

El objetivo particular de la presente tesis, es la sintesis y evaluacion farmacoldgica
de profarmacos del Acido Valproico. Para el desarrollo del presente trabajo, nuestra
propuesta fue el disefio de noveles heterociclos derivados del myo-inositol,
propuesto como transportador del agente anticonvulsivo acido valproico. En esta
oportunidad se propuso introducir originalmente, el grupo funcional sulfato ciclico
orientado a favorecer un aumento en la actividad del farmaco.

Podemos enunciar los objetivos particulares de la siguiente manera:

- Disefio de Profarmacos del Acido Valproico que posean como modulador una
molécula libre de efectos adversos, que sea capaz de localizarse
selectivamente en el sistema nervioso central, y tenga una quimica acorde
para realizar con éxito la sintesis.

- Sintesis de los profarmacos planteados

- Evaluacién bioldgica de los compuestos sintetizados en modelos de epilepsia
aguda en animales.

- Aporte original a partir de los resultados obtenidos.
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Epilepsia






Capitulo 1 Epilepsia

Introduccién

La palabra Epilepsia proviene del griego y significa “ser atacado por
fuerzas externas”; en otras palabras, esta era una enfermedad en la cual el
enfermo era atacado presumiblemente por una fuerza sobrenatural. El cuadro
clinico de un individuo aparentemente normal, que era lanzado repentinamente
contra el suelo y sacudido violentamente sugeria que él o ella estaba siendo
“atacado”.
La Epilepsia es una de las enfermedades mas antiguas conocidas por el género
humano y continlia siendo el desorden neuroldgico cronico mas comun que afecta a
individuos de todas las edades, es la segunda enfermedad neuroldégica mas
frecuente después del accidente cerebrovascular.
Una primera referencia de convulsiones se encuentran en la vigésimo quinta y
vigésimo sexta tabla cuneiforme Sakikku (Figura 1.1), exhibida en el Museo
Britdnico, las cuales datan del afio
718-612 antes de Cristo y fueron

traducidas por J.V. Kinnier-Wilson:

“If the possessing demon possesses him
many times during the middle watch of
the night, and at the time of his
possession
his hands and feet are cold, he is much
darkened, keeps opening and shutting
his mouth, is brown and yellow as to
the eyes.... It may go on for some
time, but he will die.”
(XXV-XXVIth table of the Sakikku
cuneiform, 718-612 BC)

Figura 1.1. Tablas de la Epilepsia.
Museo Britanico.

Hipdcrates reconocié a la epilepsia como un proceso organico del cerebro.
Sin embargo, varios escritores antiguos consideran los ataques como realizados por
fuerzas sobrenaturales.
En el libro Hipocratico escrito acerca de este desorden, “Enfermedad Sagrada”, no
fue utilizado el término epilepsia. Sin embargo, fue empleado por Hipdcrates, en

otro de sus libros: “Corpus”. -Estoy a punto de discutir la enfermedad llamada
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Capitulo 1

"sagrada”, escribié el autor. -"En mi opinién esta enfermedad no es mas divina o
sagrada que otras, pero tiene una causa natural, y su supuesto origen divino se
debe a la inexperiencia de los hombres y a su caracter peculiar”.

El aspecto aterrador de los ataques convulsivos, fue, desde tiempos ancestrales, lo
gue atrajo la atencion de los observadores, quienes han registrado sus impresiones
en tablas de barro, o en manuscritos antiguos. A través de las eras, han dejado

muchas referencias de la aparicion, causas y tratamiento de las convulsiones.

En la Edad Media, varios escritores, como Georgius Zecchius en Basel (1586)
y Vicentius Alsarius de Genoa (1617), escribieron extensos tratados sobre Epilepsia
y convulsiones. Muchos autores, incluido John de Gaddesde (1280-1361), Bernard
Gordon (1305), Thomas Willis (1744), atribuyeron Ila epilepsia a fuerzas

sobrenaturales (figura 1.2).

Figura 1.2. Ilustraciéon de un texto
aleman Medieval de un paciente el

cual esta posiblemente en un estado

de estatus epiléptico.

La organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Liga Internacional contra la
Epilepsia (ILAE) definen a la epilepsia como una afeccién neuroldgica cronica,
recurrente y repetitiva, de fendmenos paroxisticos ocasionados por descargas de
neuronas cerebrales de forma desordenada y excesiva. La epilepsia es un sindrome
de desordenes cerebrales del sistema nervioso central. En el mundo 450 millones
de personas estan afectadas con desordenes mentales y neuroldgicos, de los cuales
60 millones padecen epilepsia.’

Se excluye de la consideracion de “paciente con epilepsia” a alrededor de un 6 %

de la poblacion mundial que son aquellas personas que han tenido una convulsion

18



Epilepsia

febril, convulsiones neonatales (convulsiones ocurridas en los primeros 30 dias de
vida) o ataques sintomaticos agudos (convulsiones producidas por enfermedades
agudas, intoxicaciones, abuso de substancias o dafios neuroldgicos agudos) y a
aquellas que han tenido una Unica convulsidén de forma aislada.?

La epilepsia afecta a personas de todas las edades su incidencia es mayor
durante los primeros afios de vida y en personas ancianas, pero inicia antes de los
20 afios en las tres cuartas partes de los casos; su inadecuado control puede

conducir a dafio cerebral permanente y a trastornos del aprendizaje.’

Clasificacion de las convulsiones epilépticas.

Existen muchas clasificaciones sobre las convulsiones epilépticas, por
ejemplo, una clasificacion describe los sindromes epilépticos. Es decir, grupos de
sintomas que suelen ocurrir y que incluyen: tipo de convulsion, causa, edad de
inicio y otros factores. Se han identificado mas de 40 tipos de sindromes
epilépticos, los cuales han sido clasificados en crisis parciales y crisis generalizadas.
De todas las clasificaciones existentes, la mas completa es la realizada por la
“Commission of Classification and Terminology of the International League Against
Epilepsy”.* Las crisis epilépticas pueden ser parciales o generalizadas. A cada
uno de estas convulsiones se las puede clasificar a su vez en subgrupos segun las

caracteristicas de cada convulsion.

Las convulsiones o crisis parciales constituyen cerca del 60 % de todas las
formas de la epilepsia. Son aquellas que se originan en un lugar concreto del
cerebro (llamado foco) y son, por tanto, de origen temporal, frontal, occipital o
parietal. Hay dos tipos de crisis parciales: simples, si no se asocian a pérdida de
contacto con el medio externo, o complejas, con pérdida de contacto con el medio
(pierde la capacidad de respuesta y memoria durante la crisis).

Las crisis parciales simples consisten en sensaciones o percepciones anormales de
tipo visual, sensitivo, psiquico u olfativo, o en una actividad motora (movimientos
clonicos, posturas tonicas). Las crisis parciales complejas se caracterizan porque el
paciente presenta una mirada ausente y la realizacion de actos mas o menos
complejos y repetitivos (automatismos manuales desorganizados u organizados,
movimientos de deglucion o chupeteo, etc.) con amnesia de lo sucedido durante el
periodo de crisis y el inmediato periodo post-critico. El 50% de los pacientes con
crisis parciales presentan generalizacion secundaria y esta generalizacién ocurre de

forma variable en funcidén del control de su epilepsia. En las crisis parciales con
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Capitulo 1

generalizacion secundaria existe una descripcion clinica de un sintoma precedente
(aura). Estas crisis evolucionan hasta una convulsion ténico-clonica, con pérdida del
conocimiento y contracciones sostenidas (ténicas) de los musculos de todo el
cuerpo, a lo que siguen periodos de contracciéon muscular alternada con periodos de

relajacion (convulsiones clénicas), y que tiene una duracién de uno a dos minutos.

Las convulsiones o crisis generalizadas son aquellas que abarcan con amplitud
ambos hemisferios del cerebro desde el inicioy pueden ser?

a) convulsivas:

- tonico-clonicas, tienen las mismas caracteristicas de las convulsiones parciales
con convulsiones ténico-clonicos generalizadas de manera secundaria, salvo que no
van precedidas por una convulsién parcial.

- mioclonicas, es una contraccién muscular breve (no mas de un segundo de
duracidon) de tipo choque eléctrico, que puede abarcar a una parte de la
extremidad, o puede ser generalizada.

- ténicas

b) no convulsivas:

- crisis de ausencia, en las cuales hay una pérdida del conocimiento repentino
acompafiada de una mirada fija e interrupcion de las actividades que se estaban
efectuando. Tiene una duracién menor a 30 segundos.

-aténicas

Las epilepsias generalizadas suelen caracterizarse por uno o mas de los tipos de
convulsiones generalizadas y constituyen casi el 40% de todas las formas de

epilepsia (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Clasificacion de las Crisis Epilépticas

I. Crisis Parciales

A. Crisis Parciales Simples
1. Con sintomas motores
2. Con sintomas sensoriales o somatosensoriales
3. Con sintomas autonémicos
4. Con sintomas psiquicos

B. Crisis Parciales Complejas
1. Iniciando como una crisis parcial simple y progresando con

pérdida de la conciencia

2. Con pérdida de la conciencia desde el inicio

C. Crisis Parcial con desarrollo de crisis generalizadas secundarias
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Epilepsia

II. Crisis Generalizadas
A. Ausencia
. Convulsion Miocldnica

. Convulsion Clonica

O 0O W

. Convulsion Tonica
. Convulsion tdonico-clonica

Convulsion Atdnica

mom

Etiologia

Segun su origen la epilepsia puede ser idiopatica, sintomatica o criptogénica.
Se asume que la Epilepsia idiopatica tiene una base genética, se inicia
generalmente durante la nifiez y comprende el 40 % de los casos. Generalmente
los cambios corresponden a procesos moleculares a nivel de los canales de Ca*?, CI°
y neurotransmisores. La epilepsia sintomatica tipicamente es consecuencia de un
dafio identificado en el cerebro e incluye enfermedades infecciosas, tumores
cerebrales, malformacion en desarrollo, trauma craneo-cerebral, enfermedad
cerebrovascular. La falta de oxigeno en el momento del parto, puede afectar el
delicado sistema eléctrico del cerebro. Otras causas pueden ser intoxicaciones con
plomo y enfermedades tales como la encefalitis, meningitis o hasta casos severos
de sarampidén, factores tdxicos (alcohol) y factores metabdlicos (hipocalcemia,
hiponatremia). Esta comprende un 25 % de los casos. Para la epilepsia criptogénica
la causa es desconocida pero se presume que la misma puede ser identificada con
suficiente investigacién.®

La frecuencia de esta afeccién es mas alta en paises en vias de desarrollo
debido al pobre saneamiento ambiental que pone a la poblacién en riesgo de mas
enfermedades infecciosas y parasitarias; a la dificultad para la atencion de los
embarazos y partos en muchas zonas del campo alejadas de los servicios médicos
lo cual trae mayor probabilidad de experimentar dafo cerebral permanente como
consecuencia de algunas enfermedades, malnutricién o complicaciones prenatales.
Se estima que el 80% de los enfermos viven en estos paises.®

La epilepsia puede controlarse en muchas personas con los medicamentos
tradicionales actualmente disponibles, sin embargo, la epilepsia responde al
tratamiento en aproximadamente un 70% de los casos, pero alrededor de tres
cuartas partes de los afectados residentes en paises en desarrollo no reciben el
tratamiento que necesitan. De los tratamientos existentes, el tratamiento con

farmacos antiepilépticos es el mas utilizado.
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Capitulo 1

Diagnostico de la Epilepsia y las Convulsiones.

La epilepsia es la tendencia del cerebro a presentar descargas eléctricas en forma
desordenada, interrumpiendo otras funciones cerebrales. Presentar una convulsion
no significa necesariamente que una persona sufra epilepsia. La epilepsia es la
tendencia continua a presentar convulsiones recurrentes debido a una lesidn
permanente o a la inestabilidad intermitente de las vias eléctricas del cerebro.
Cuando un nifio o adulto tiene por primera vez una convulsidon, esta primera crisis
sefiala la necesidad de hacer una cuidadosa evaluacion y considerar la posibilidad
de comenzar un tratamiento con medicaciones. El factor mas importante en esta
decisidon es tener en cuenta la probabilidad de que se repitan las convulsiones. Los
médicos usan pruebas y extensas evaluaciones para determinar cudales son las
probabilidades de que un paciente presente otras crisis en el futuro.

Entre otros factores hay que considerar la edad, la historia familiar y posibles
causas de las convulsiones. Problemas no médicos, tales como la pérdida del
empleo o tensiones familiares, o cualquier otro factor que ocasione una emocion
profunda pueden ser causas que la genere. Un buen diagnédstico es de importancia
fundamental. El Electroencefalograma (EEG) es una parte integral de la valoracién
del paciente con sospecha de crisis. Por otro lado, nuevos métodos de diagndsticos
como registro video-EEG prolongado, tomografia computarizada de craneo y las
diversas técnicas de imagen por resonancia magnética nuclear han permitido

mejorar el diagndstico.’
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Figura 1.3 Izquierda: EEG de una mujer de 35 afios normal, con dolores cronicos de
cabeza. Derecha: EEG de un nifio de 8 afios, durante una convulsion, la misma implica
una abduccion tonica y una extension de ambos brazos.
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Epilepsia

Es posible que una persona con un diagndstico de epilepsia, presente mas de un
tipo de convulsion. Las convulsiones que se inician en un infante pueden ser
sustituidas por otros tipos de convulsiones cuando el nifio crece. No es infrecuente
encontrar a individuos que presenten convulsiones parciales y periddicamente o

alternativamente, manifestar convulsiones generalizadas.

Frecuencia de las Convulsiones.

En los casos mas severos los ataques ocurren frecuentemente, a pesar de la
toma de la medicacién. En la mayoria de los casos las convulsiones son menos
frecuentes y facilmente controladas. Pero, en algunos pacientes es posible que las
convulsiones puedan reaparecer después de ser controladas por muchos afios. En
muchos pacientes la frecuencia y la severidad de las convulsiones son variables.
Asimismo, no es raro encontrar un aumento de la frecuencia de convulsiones sin
ningun deterioro de la condicién fundamental del paciente. Muchos factores influyen
en la frecuencia de las convulsiones incluyendo, entre otros a la privacion de suefio,
la toma irregular del medicamento antiepiléptico, el consumo de alcohol o
estupefacientes, interacciones con ciertos medicamentos, la fotosensibilidad que
manifiestan algunas personas, al exponerse a las luces centellantes o a patrones
visuales repetitivos.

Algunas veces pueden ocurrir cambios en las condiciones normales del cerebro lo
gue seria la causa del aumento de las frecuencias de las convulsiones. El embarazo
puede tener efectos en la severidad y frecuencia de las convulsiones. Un
incremento de la frecuencia convulsiva merece una cuidadosa reevaluacién por el
médico. En ocasiones es imposible identificar la causa especifica de un incremento

en la frecuencia de las convulsiones.

Consecuencias Sociales.

El empleo es un area con problemas significativos para las personas con
epilepsia, experimentan restricciones como las relacionadas con manejar o trabajar
en situaciones en las cuales puedan ser responsables de dafios a ellos mismos u
otras personas. Ademas de esto, a menudo las personas con epilepsia son victimas
de la ignorancia y estigmatizacion, especialmente en paises donde la epilepsia tiene
una connotacién cultural negativa.®

El riesgo de muerte de una persona con epilepsia es mayor comparado con
el riesgo para la poblacidon general. Esto genera una preocupacion muy grande de

los pacientes y médicos, y es deseable una temprana identificacion de pacientes
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con este riesgo, para poder llevar a cabo estrategias preventivas. La epilepsia no es
una condicién uniforme, y la probabilidad de mortalidad depende muchas veces de
la etiologia. La mortalidad puede dividirse en muertes atribuibles a la epilepsia,
muertes debido a la patologia responsable de la epilepsia, las cuales incluyen
neoplasia, enfermedad cerebrovascular y neumonia; y muertes sin condicion

relacionada.’®

Tratamiento de Epilepsia

Existen muchos tratamientos actualmente, por lo que alrededor del 70 % de
las personas afectadas pueden dominar sus ataques con el uso de medicamentos o
mediante la practica quirdrgica. El tratamiento de primera eleccion es el uso de
medicamentos y también es el mas usado. No curan la epilepsia, pero en muchas
personas evitan o reducen las convulsiones.®
Después de una sola crisis, existen cerca del 30 % de posibilidades de una segunda
crisis. Por otro lado, existe un 70 % de posibilidades de que un paciente quede libre
de ataques por el resto de su vida. Por esta razon, la mayoria de los neurdlogos no
inician con medicacion después de una sola crisis, excepto en circunstancias muy
inusuales. Cuando una segunda crisis ocurre, existe un 70% de chances de que
ocurra una tercera. A menos que las dos crisis estén muy separadas de tiempo, los
neurdlogos usualmente inician medicacion después de la segunda para tratar de
prevenir futuras crisis.
Después de la segunda crisis (el cual resulta en el diagnostico epilepsia) cerca de
dos tercios de los pacientes tienen sus crisis controladas con la primera medicacion
usada, generalmente sin mayores efectos adversos.
Si ocurren efectos adversos, o los ataques no son controlados, se prueba otro
anticonvulsivante. Un veinte o veinticinco por ciento de los pacientes que no
respondieron a la primera medicaciéon, pueden responder a la segunda o a la
tercera.
Lamentablemente, del 30 al 40 % por ciento de los pacientes con epilepsia parecen
no responder a ninguna medicacién. Varios estudios recientes en nifios y adultos,
han demostrado que, si los primeros dos o tres farmacos no funcionan, los
parientes y doctores no deben perder tiempo probando un cuarto o quinto farmaco,
pero si deben probar otros tratamientos.
Un porcentaje de estos seran candidatos a tratamiento quirdrgico de la epilepsia,

en cuyo campo existen diferentes técnicas (Esquema 1.1).!
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EPILEPSIA: TRATAMIENTO

Monoterapia

%

Control crisis No control
Ajustar dosis maxima
Control crisis Mo contral

Otras monoterapias

Control crisis Mo contrel

Politerapia

%

Control crisis No control

Ofras altemativas terapéuticas

Dieta cetogena Cirugla epilepsia Estimulacién vagal

Esquema 1.1. Algoritmo del Tratamiento de la Epilepsia.

Tratamiento de la epilepsia a través de la cirugia.

La cirugia es una alternativa al tratamiento en aquellos pacientes con
epilepsia farmaco-resistente. Para dicho tratamiento el paciente debe ser sometido
a una rigurosa evaluacion pre-quirdrgica. La cirugia del cerebro puede ser un
camino exitoso en el tratamiento de la epilepsia. La cirugia es considerada en los
pacientes que tienen epilepsia con las siguientes caracteristicas:

* El que ha sido tratado con medicamentos sin llegar a obtener una mejoria
esperada.
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* En individuos con convulsiones que siempre comienzan en una regién del cerebro.
* En individuos con convulsiones que puede ser removida una parte del cerebro sin
dafiar una funcién importante como el habla, memoria o la vista.

En adicidn, a las operaciones para remover una pequefia parte del cerebro donde
comienza la convulsién, otros procedimientos pueden ser realizados para
interrumpir la propagacion de los impulsos eléctricos en el cerebro.

La seguridad que permiten las nuevas técnicas de diagndstico hace que la cirugia
de la epilepsia no sea una técnica de ultima eleccidn sino un tratamiento mas, que
en algunos casos estara indicado tempranamente.

Por ejemplo, los pacientes con epilepsia temporal con esclerosis de hipocampo o
lesion, especialmente si es del 16bulo temporal derecho, son 6ptimos candidatos a
cirugia y esta se puede indicar cuando el paciente no haya sido controlado con dos
o tres farmacos antiepilépticos.?

AuUn cuando este tipo de operaciones detenga por completo las crisis epilépticas, es
importante que se sigan tomando medicamentos durante un cierto tiempo, para
darle tiempo al cerebro de readaptarse. Los médicos generalmente recomiendan
gue se sigan tomando los medicamentos durante 2 anos después de una cirugia
exitosa, para evitar la ocurrencia de nuevas crisis.’

Pero todavia queda un gran porcentaje excluido de esta opcidn, y en estos
casos esta indicado otro tipo de tratamientos como la estimulaciéon del nervio vago
(VNS, del inglés vagus nerve stimulation) o a través de una dieta especial (dieta
cetogénica).

La VNS y la dieta cetogénica son tratamientos alternativos para pacientes que no se
controlan adecuadamente con tratamiento farmacoldogico y que tampoco son

candidatos a cirugia.

Dieta Cetogénica

El ayuno ha sido utilizado como tratamiento para los ataques y la epilepsia
desde tiempos biblicos, y es mencionado en la Literatura de la Edad Media. Sin
embargo, no fue hasta 1921, en una convencién de la Asociacion Médica
Americana, que un Médico Pediatra de New York, Rawle Geyelin, reporto el
tratamiento de un nifio epiléptico de 4 afios con dias alternados de ayuno.

La Dieta Cetogénica, es un tratamiento médico para controlar los ataques
por el cambio del metabolismo primario del organismo a la utilizacién de grasas

como fuente de energia mas que la utilizacion de glucosa.
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No se conoce al momento la manera en que se inhiben las crisis con este
tratamiento, aunque se cree que el B-hidroxibutirato formado como subproducto de
la cetosis es uno de los responsables. La dieta Cetogénica simula el metabolismo
del ayuno. Cuando una persona en ayuno ha quemado toda su reserva de glucosa,
después de 24 a 36 horas, su cuerpo comienza a quemar las reservas de grasas
para tener energia. Una persona realizando la dieta Cetogénica obtiene su energia
principalmente quemando las grasas de la dieta, en mayor proporcidn que la fuente
comun de energia, los carbohidratos (glucosa). Pero, al contrario que en ayuno, la
dieta cetogénica permite a la persona que mantiene esta quema de grasas, tener
un metabolismo parcialmente libre de hidratos por un periodo extendido de
tiempo.*3

La dieta Cetogénica no esta completamente libre de efectos adversos. En general,
la dieta cetogénica es mucho mejor tolerada que la mayoria de los medicamentos,
y tiene menos efectos adversos potenciales. Los efectos adversos principales son:
carencia del aumento de peso, crecimiento levemente disminuido, colesterol alto,
constipacion, piedras en rifones, y acidosis. Todos estos efectos son reversibles sin

tener que dejar la dieta.

Estimulacion del nervio vago

La Estimulacion del nervio vago es una técnica paliativa. Evita las
convulsiones mediante el envio al cerebro de impulsos pequefios y regulares de
energia eléctrica a través del nervio vago (un nervio situado en el cuello). Este
aparato, denominado estimulador del nervio vago, funciona a pilas y se implanta
quirdrgicamente bajo la piel del pecho en forma similar a un marcapasos,
conectandose con el nervio vago en la parte baja del cuello. En general los
pacientes disminuyen la frecuencia de las convulsiones con el dispositivo, aunque
su uso no los independiza de la medicacion y favorece efectos secundarios leves

(como ronquera, dolor de oidos, dolor de garganta o nduseas).'*

Existen muchos tratamientos actualmente, por lo que alrededor del 75 % de las
personas afectadas pueden dominar sus crisis, sin embargo, un importante
porcentaje de pacientes con epilepsia continlan su vida sin controlarlas. Por
ejemplo, se estima que un 25-40 % de los pacientes con epilepsia presentan
farmaco-resistencia, o las practicas actuales resultan inutiles o insuficientes. Esto
deja claro la necesidad de nuevas y mas eficientes terapias que aumenten la

calidad de vida de los pacientes con epilepsia.
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Mecanismos de las convulsiones mediadas por canales idnicos

Actualmente no existen farmacos que actlen previniendo la formacion de
focos convulsivos, sino que los compuestos disponibles parecen actuar
principalmente suprimiendo o evitando la propagacion de una crisis epiléptica. Esto
puede suceder a partir de diversos procesos, a veces simultaneos. Los mecanismos
de accion de los farmacos antiepilépticos (FAEs) no son completamente conocidos.
Sin embargo, estudios relativamente recientes de neurotransmisores y receptores
especificos sirvieron para definir los principales modos de accidén farmacoldgica de
estos farmacos.

Los mecanismos propuestos involucran la habilidad de un farmaco de modelar la
neurotransmision excitatoria e inhibitoria. Esto puede suceder mediante un efecto
sobre los canales idnicos, o sobre los receptores y metabolismo de los

neurotransmisores.®

Canales Ionicos

Los canales idnicos son enzimas que atraviesan la membrana plasmatica, y
gue catalizan la difusion selectiva y pasiva de iones. Estas proteinas forman poros
gue sufren cambios conformacionales rapidos entre estados cerrados, no
permeables y abiertos. En esta Ultima conformacion es que seleccionan y dejan
pasar iones antes de volver a cerrarse. El funcionamiento anémalo de canales da
lugar a patologias del sistema nervioso central, entre las que se encuentra la
epilepsia. Es por ello que uno de los objetivos en el desarrollo de nuevos FAEs es
encontrar compuestos que modulen selectivamente la regulacidon idnica de la
excitabilidad neuronal. Esto fue posible luego del descubrimiento y caracterizacidn,
aunque incompleta, de estos canales.!® Los canales cationicos dependientes del
voltaje son una superfamilia de este tipo de proteinas de membrana excitables.
Existe evidencia de que algunos agentes anticonvulsivos interactian con los canales
de Na*, K* y Ca*™, mediante su unién a sitios receptores ubicados en sus

subunidades.

Canales de Sodio

Los canales de sodio son responsables de la propagacidon de los potenciales
de accién en las fibras mielinizadas y no mielinizadas. Los tres estados
conformacionales de estos canales se denominan activos, de reposo e inactivo.
Cada uno de ellos es capaz de conducir una sefal eléctrica y de permitir una

permeabilidad diferente (o ninguna) de los iones Na*. En general, luego de que una
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membrana se despolariza aumenta la permeabilidad a los iones Na* y estos entran
a la célula, que luego retorna a su estado normal.®

Los analisis electrofisiolégicos de neuronas individuales durante una crisis
convulsiva parcial muestran que las neuronas presentan despolarizacién vy
potenciales de accion de activacion a frecuencias altas. Este comportamiento es
caracteristico de las convulsiones y es infrecuente durante la actividad neuronal
fisiologica. Por tanto, se esperaria que una inhibicidon selectiva de este modelo de
activacion redujera las convulsiones. Se cree que esto se produce mediante un
decremento de la capacidad de los canales de Na® de recuperarse de dicha
activacion.!’ Esto es, se requiere la abertura desencadenada por la despolarizacién
de los canales de Na* en la membrana axoniana de una neurona para que se
origine un potencial de accién. Después de esa abertura los canales se cierran de
modo espontaneo (inactivacién). Se piensa que esta inactivacion da origen a un
periodo refractario durante el cual es imposible evocar otro potencial.

Luego de este lapso los canales de Na* quedan de nuevo preparados para participar
en otro potencial de accion. El decremento de la velocidad de recuperacion limitaria
la capacidad de una neurona para activar a frecuencias altas, efecto que tal vez sea
la base de la accién de farmacos tales como carbamazepina, lamotrigina, fenitoina,
topiramato, acido valproico y zonisamida (figura 1.4).!” En cuanto al sitio de accién
de este tipo de anticonvulsivos, se postula que se encuentra en el lado intracelular

del canal.

Abierto Inactivado

Carbamecapina
Fenitoina
Lamorigina

Lamotrigina
Valproato
Zonisamida

Figura 1.4. Inactivacion del canal de Na* intensificado por el anticonvulsivo, que
reduce la capacidad de las neuronas para efectuar activacion a frecuencias altas. A:

compuerta de activacién. I: compuerta de inactivacién.”
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Canales de Calcio

Una propiedad intrinseca de las neuronas talamicas es una forma particular
de corriente de Ca*? regulada por voltaje, la corriente de umbral bajo (corriente T).
El mecanismo principal por medio del cual parece actuar la mayor parte de los
farmacos usados en la crisis de ausencias (etosuximida, &acido valproico,

trimetadiona) es la inhibicién de esta corriente T (figura 1.5).%’

Ca+2 Ca+2

Valproato Etosuximida

QO#O"

Saq | BRGS0 BN

Ot'. Q LK OO0

Figura 1.5. Reduccién de la corriente por los canales de Ca*? del tipo T inducida por

los anticonvulsivos.?”

Canales de Potasio

Se cree que la activacion de los canales de K* hiperpolarizan las neuronas y
por lo tanto las inhiben. Se han desarrollado farmacos selectivos para este tipo de
canales, pero no fueron exitosos debido a su incapacidad de atravesar la barrera

hematoencefalica.'®

Mecanismo de las convulsiones mediadas por neurotransmisores.
Neurotransmisores excitatorios

Los aminoacidos glutamato y aspartato son considerados los principales
neurotransmisores excitatorios presentes en el sistema nervioso central de los
mamiferos. Los receptores de los aminoacidos excitatorios se clasifican usualmente
en base a los agonistas selectivos para cada uno. De este modo se identificaron 5
subtipos de receptores, donde los tres mas importantes se clasifican como

receptores del N-metil-D-aspartato (NMDA), del acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
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isoxazolpropiénico (AMPA), y kainato.’® Cada uno de estos tres subtipos son
canales idnicos regulados por ligando y probablemente estan acoplados a un canal
catidnico que se abre en respuesta a la unidon de agonistas, lo cual despolariza a la
célula. Sin embargo, el complejo receptor-canal NMDA posee un conjunto de
caracteristicas Unicas que lo distinguen de los otros subtipos. Este receptor consta
de un sitio de unién de glutamato y uno para el co-agonista glicina, debiendo estar
ambos sitios ocupados para que se produzca la apertura del canal. De este modo se
permite el pasaje de Ca*™® y Na® hacia el interior de la célula y de K* hacia el
exterior. Los antagonistas del receptor NMDA, tanto competitivos como no
competitivos, han demostrado ser efectivos como anticonvulsivos en varios
modelos animales de epilepsia. FAEs como fenitoina, carbamazepina y acido
valproico bloquean en cierta medida las respuestas mediadas por el NMDA.?° En la
practica, el desarrollo de antagonistas de este receptor con el objeto de encontrar
nuevos FAEs no ha resultado tan exitoso como se esperaba, debido a los efectos

adversos encontrados en los compuestos disefiados.'”

Procesos de inhibicion sinaptica.

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio,
el cual se forma en el cerebro por decarboxilacion del glutamato. El incremento de
la inhibicién sinaptica mediada por el GABA reduce la excitabilidad neuronal y eleva
el umbral convulsivo.!” Se supone entonces que los diversos farmacos bloquean las
convulsiones al regular la inhibicidon sinaptica mediada por GABA a través de una
actividad en distintos sitios de la sinapsis. Compuestos como barbituratos,
benzodiacepinas y el acido valproico parecen mostrar este mecanismo de accién. %
El GABA actla mediante sitios en receptores postsinapticos, los cuales regulan los
canales CI" de membrana. El principal receptor denominado GABA-A inhibe a la
célula postsindptica mediante un incremento en el flujo de iones ClI” hacia el interior
de la célula. Las benzodiacepinas y los barbitiricos pueden intensificar esta
inhibicién.'” Ese mecanismo tal vez sea la base de la eficacia de estos compuestos

contra convulsiones parciales y tonico-cldnicas (figura 1.6).
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Vigabatrin

- GAB\A—Tl

Valproato -
£ Semialdehido succinico %

Tiagabina _."

GABA

Sitio de reconocimiznto

del AR Barbituricos

Benzodiacepinas

Figura 1.6. Transmision sindptica incrementada del GABA. En presencia del
GABA el receptor GABA-A (estructura del lado izquierdo) se abre, lo cual permite la
entrada de CI'. Algunos FAEs actuan mediante la reducciéon del metabolismo del
GABA, otros a nivel del receptor GABA-A. GABA-T: GABA transaminasa, GAT-1:

transportador de GABA, DSS: deshidrogenasa succinica de semialdehido.'”
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Diseino de Farmacos

Introduccion

La historia del medicamento se remonta a los origenes de la sociedad
humana. Desde los primeros tiempos el hombre ha acudido a la naturaleza para
obtener sustancias que, o bien le ayudaran a paliar su dolor, los sintomas de sus
enfermedades... o bien le facilitaran la obtencion del alimento (veneno para la
caza), sus relaciones sociales y religiosas (estimulantes y alucindgenos), etc. Esta
circunstancia ha permitido disponer de una amplia informacién, que sometida a la
observacion atenta y al estudio critico, ha dado lugar al planteamiento de ideas
que, debidamente desarrolladas, han llevado a la obtencion de nuevos
medicamentos.
El descubrimiento de un nuevo farmaco y su desarrollo posterior, son dos fases que
condicionan el logro de un nuevo producto, Gtil en la terapéutica. Se considera, de
manera general, que el descubrimiento comprende una serie de etapas, todas
necesarias para que podamos asegurar que el compuesto tiene el perfil buscado de
actividad. Estas etapas incluyen, de acuerdo al origen, el aislamiento de la fuente
natural, su sintesis o la obtencion biotecnoldgica y todas las fases preclinicas,
incluida la toxicologia; de manera tal que nos confirmen que el compuesto es
aceptable en cuanto eficacia y seguridad para su ensayo en seres humanos.
Esquema 2.1. En un sentido mas amplio, es un gran conjunto de actos que
culminan en la utilizacién terapéutica de un nuevo compuesto para que llegue a ser

un medicamento.

Diseino
Fase de descubrimiento . .
Sintesis
Ensayos
preclinicos
Fase de desarrollo
Desarrollo

farmacotécnico

Ensayos

clinicos

Esquema 2.1. Esquema de Fases en el desarrollo de un nuevo medicamento.
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Esta fase de descubrimiento, o sea, desde la obtencién hasta la primera aplicaciéon
en animales, se estima que dura aproximadamente 42,6 meses (3,55 afios) como
promedio, en aquellos paises y multinacionales farmacéuticas con una amplia
infraestructura investigativa. En paises con un nivel menor de desarrollo, esta fase
alcanza aproximadamente unos 5-6 afos.

La fase de desarrollo comprende la de los estudios clinicos y la del registro
farmacéutico, y se estima que duren entre 68.6 meses y 30.3 meses
respectivamente. Todo este largo proceso, desde su obtencidn hasta su registro
comprende un total de 11.8 afios de investigacion, con un costo promedio de 1000

millones de délares por cada nuevo medicamento que salga al mercado.!

Lo mas preocupante es que sélo una de cada 10 000 moléculas ensayadas pasa a la
fase de desarrollo, una de cada 100 000 supera los ensayos clinicos y logra
registrarse y solo 3 de cada 10 nuevos medicamentos registrados recupera su
inversion inicial. Esto genera una triste realidad, por cada millon de moléculas que
se inician en esta larga cadena para la obtencion de un nuevo medicamento, sélo
tres recuperan la inversion inicial. Por tal motivo el diseio racional de
farmacos, constituye una herramienta casi indispensable en el desarrollo
actual de nuevos medicamentos, contribuyendo a un aumento de las

posibilidades de éxitos y a un decrecimiento de los costos.

Diseiio Racional de Farmacos

El desarrollo de medicamentos cada vez mas seguros, adecuados,
especificos y efectivos en el tratamiento de enfermedades, es una tarea que
requiere del esfuerzo coordinado e inteligente de un elevado ndmeros de
profesionales de distinta formaciéon y dedicacidon, en la que la capacidad de
deduccion, la intuicion y en muchos casos, la suerte, han jugado un papel
fundamental.

Reconociendo la importante contribucion del azar en el resultado positivo de este
esfuerzo, es preciso matizar que su base esta soélidamente fijada en un disefio
inteligente y racional ya que si solo se acude al azar, es poco probable obtener

medicamentos eficaces y seguros.

Las metodologias aplicadas para el disefio racional de farmacos se pueden
clasificar en dos grandes grupos, segun aborden el disefio desde el receptor y

aquellas que lo hacen desde el ligando.

38



Métodos Directos: Parten del conocimiento del receptor derivado de la
informacién estructural de la proteina, de porciones proteicas o incluso del complejo
ligando-receptor (por medio de rayos X, RMN, modelado molecular, etc.).

Métodos Indirectos: En ausencia de informacidén estructural del receptor, se
consideran los distintos ligandos que dan el mismo tipo de respuesta bioldgica,
pudiendo inferirse que se unen al mismo sitio de unidén. Con esta informacién se
pueden proponer las minimas caracteristicas estructurales y electronicas comunes
que permiten interaccionar con el sitio activo. Esto quiere decir que se busca el
denominador estructural comun (farmacéforo) para un conjunto de ligandos (lo

mas variados posibles) de un dado receptor.

Desarrollo historico de los métodos utilizados para la obtenciéon de

Farmacos Antiepilépticos.

Particularmente se presentaran las distintas metodologias aplicadas para la
obtencidon de los farmacos antiepilépticos. El desarrollo de los mismos se genera a
través de métodos indirectos ya que no se conocen aun las estructuras
tridimensionales de los receptores implicados en los mecanismos de la epilepsia.

Se hard una breve presentacion de la metodologia directa con el objeto de que se

pueda comprender la diferencia que presentan las distintas metodologias.

Serendipity

"En el campo de la observacion el azar favorece a los espiritus
preparados” Louis Pasteur, 1854,
En la historia han existido hechos fortuitos o accidentales que han derivado en el
descubrimiento de compuestos activos.? Sin embargo, se debe reconocer que han
ocurrido grandes avances cuando ante una observacion o un hecho casual una
mente preparada interpreta el hecho como un avance significativo. Historicamente,
la mayoria de los farmacos Antiepilépticos han sido descubiertos por Serendipity, o
mediante evaluaciones bioldgicas (Screening) de compuestos utilizando modelos
agudos de convulsiones.
La accion anticonvulsiva tanto de los bromuros como del fenobarbital se descubrid
con la ayuda del azar, dado que en ese momento no se contaba con modelos
experimentales adecuados, capaces de testear la actividad antiepiléptica de los

compuestos.
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Farmacos antiepilépticos que se obtuvieron por observacion y sagacidad:

Bromuros 1857
Fenobarbital 1912
Fenitoina 1932
Etosuccimida 1958
Carbamazepina 1965
Acido Valproico 1967

Optimizacion Estructural

El conocimiento de los farmacos que manifiestan una buena accion en el
control de la enfermedad, permiten disefiar nuevos compuestos, a partir de su
estructura, donde serd dables esperar que manifieste la misma actividad. El
compuesto asi disefiado, si se manifiesta como activo, muy posiblemente debe
haber mejorado su potencia, especificidad y/o disminuir sus efectos secundarios o
adversos. Esta metodologia es conocida como Optimizaciéon Estructural de una
Molécula activa y se basa en la preparacion de estructuras relacionadas, mediante
transformaciones quimicas programadas racionalmente.?

El objetivo que se propone es encontrar nuevos y mejores medicamentos con una
mayor actividad, mejor biodisponibilidad, menor toxicidad y en lo posible, una
reduccion de las reacciones secundarias.

En esta metodologia, se distinguen los siguientes objetivos a lograr:

¢ Mejora de la potencia del lider.

e Eliminacion de efectos secundarios no deseados.

e Separacion de actividades en compuestos multiaccion. Tiene como objetivo
potenciar alguna de las acciones farmacoldgicas sobre las demds, o eliminar
algunas de ellas en beneficio de las otras.

e Combinar actividades. Se trata de reunir en una entidad actividades diferentes
gue puedan actuar en comun frente a desérdenes asociados.

e Modificacion de la biodisponibilidad del farmaco lider. El descubrimiento de un

nuevo farmaco por lo general necesita un incremento de su asequibilidad bioldgica.
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Las modificaciones estructurales se utilizan también con objetivos mas
estrechamente vinculados a la industria farmacéutica, como es el uso de vias
sintéticas mas convenientes, o la mejora en la formulaciéon del medicamento para
su mejor manejo o administracion. Esto no se lleva a cabo mediante cambios
efectuados al azar: se cuenta con una serie de criterios establecidos durante afios
de investigacion que orientan la sustitucion de determinados grupos de la
estructura modelo.

A continuacidon se enumeran las estrategias mas utilizadas para la modificacion
estructural de una molécula activa*:

« Variacion de sustituyentes: es una excelente estrategia que puede
utilizarse para aumentar las interacciones entre el compuesto y el
receptor y es ademas, una herramienta muy comun desde el punto de
vista sintético. El analisis del efecto de la sustitucion de grupos alquilo da
informacidon acerca de la influencia de la longitud, tamafio, volumen de
las cadenas carbonadas vy lipofilicidad en la actividad. Si estas
interaccionan con un bolsillo lipofilico del receptor, su variacion dara idea
de las dimensiones del mismo. La sustitucion sobre compuestos
aromaticos también resulta asequible. Puede implicar, por ejemplo, el
reemplazo de grupos dadores por aceptores de electrones y viceversa;
asi como cambios de posicion relativas en los anillos. De este modo
diferentes propiedades estéricas, electronicas e hidrofilicas pueden
alterarse para detectar su influencia en la actividad.

» Modificacion de la extension de la estructura: Involucra la inclusién de
grupos alquilo, o arilo, para encontrar nuevas interacciones con el
receptor mediante regiones lipofilicas adicionales. También pueden
incluirse otras funciones o grupos capaces de generar uniones
adicionales del tipo puentes de hidrogeno y/o idnicas con el receptor.

« Cambio en la longitud de la cadena: algunos compuestos poseen dos
grupos importantes que interaccionan con el receptor, los cuales estan
unidos por una cadena, es posible que la longitud de esa cadena no sea
la Optima para tener la mejor interaccién con el receptor. Por lo tanto,
prolongando o reduciendo la cadena se puede obtener una mejor
interaccion entre los grupos interaccionables y el receptor.

« Expansion o contraccion de anillos aromdaticos: mediante una alteracion
del tamafio del grupo aromatico se puede localizar a los atomos en
posiciones relativas diferentes, afectando la eficiencia de la interaccion
con el sitio activo. Ademas, la extension de la aromaticidad mediante la

fusion de anillos puede resultar en un incremento de la interaccidn y la
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selectividad. Otra modificacion que puede hacerse con este tipo de
estructuras es la inclusién o cambio de posicion de heterodtomos en los
anillos. Esto trae como ventaja la posibilidad de nuevas uniones del tipo
puente de hidrdégeno.

Rigidizacion de la estructura: es otra opcion en la busqueda del aumento
de la actividad y la disminucion de efectos secundarios de una estructura
determinada. En este caso se fija una parte de ella de manera de
rigidizar una conformacién por ciclacién o localizacion de un grupo
voluminoso, y de esta manera se impide su capacidad de rotacion. Como
consecuencia de esta rigidizacion se elimina la posibilidad de adquirir
conformaciones vinculadas a interacciones, con determinados grupos que
son responsables de efectos no deseados.

Simplificacion estructural: En ocasiones, la molécula se simplifica por
apertura de anillos o eliminacién de determinados grupos, en un intento
de identificar qué parte o partes son responsables de la actividad
bioldgica que se estd estudiando. Con este fin se disefian compuestos
mas sencillos, que contengan los diferentes fragmentos mencionados. Es
necesario aclarar que las partes responsables de la actividad no tienen
necesariamente que encontrarse unidas entre si, sino que pueden estar
separadas por una serie de atomos que no forman parte decisiva en la
interaccion con el receptor. En estos estudios se necesita de un
verdadero conocimiento de la estructura tridimensional y de las distintas
conformaciones del compuesto.

Bioisosterismo: En un enunciado un tanto simplista, es razonable el
hecho de que compuestos con una misma actividad bioldgica, deban
poseer también una misma estructura, o al menos puntos comunes en
las partes responsables de la actividad. Se definen como grupos
bioisésteros a moléculas o grupos que producen una respuesta bioldgica
semejante o antagonica, por poseer propiedades fisicas y/o quimicas
analogas.® El bioisosterismo es una herramienta muy usada en la
guimica medicinal para la optimizacidn estructural y el disefio de nuevas
moléculas. La aplicacion de sus principios ha conducido al
descubrimiento de un gran numero de farmacos. Como ejemplos
podemos citar las oxazolidinadionas y las hidantoinas que son

bioisdsteros clasicos con accién anticonvulsiva (figura 2.1).3
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Figura 2.1. Ejemplo de farmacos anticonvulsivantes disefiados por aplicacion de los
principios del isosterismo.

Profarmacos:

En este trabajo de Tesis se aplicard esta metodologia para el disefio de
nuevos compuestos anticonvulsivos. La misma se detalla en el Capitulo 3 del

presente trabajo.

Relacion Estructura Actividad Cuantitativa (REAC)

2D-QSAR

El analisis REAC, también conocido en sus siglas en inglés, QSAR (Relaciones
Estructura-Actividad Cuantitativas) como todo analisis QSAR es retrospectivo
(conocemos el conjunto de moléculas y sus actividades) y nos da una idea
cuantitativa de la variacion de actividad asociada a una modificacion dada. El
analisis QSAR es una aproximacion “in-silico” (mediante calculos computacionales)
basada en un tratamiento estadistico que relaciona, mediante algoritmos
matematicos, la actividad bioldgica con descriptores estructurales y/o fisicoquimicos
de los ligandos.
De acuerdo a los resultados de este estudio pueden deducirse qué propiedades o
caracteristicas resultan importantes para la actividad. La informacion obtenida
puede ser utilizada para proponer con una cierta base racional cuales cambios
estructurales pueden conducir a nuevos compuestos en donde sea posible observar
un incremento de la actividad.
La metodologia 2D-QSAR da como resultado una ecuacion matematica que
relaciona cuantitativamente pardmetros estructurales con la actividad bioldgica,

asignada a la molécula como un todo.
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Logi/C=alogP+bo+cMR+ ...+ k

donde 1/C: actividad biolégica y los términos dependientes son Descriptores o
parametros: son propiedades moleculares calculadas a partir de la estructura

guimica (peso molecular, area superficial, coeficiente de particion, etc.)

Sin embargo, a partir de esta informacién que es importante porque nos indica de
que descriptores depende la actividad del conjunto en estudio, no se puede llegar a
disefiar una nueva molécula en base a los resultados 2D-QSAR, limitacidon que esta
implicita en el método estadistico usado para generar el algoritmo. Es decir no
puede hacerse una extrapolacion de una curva de ajuste, dado por la limitaciéon que
presenta el corredor de errores. Debe ademas tenerse en cuenta que la
interpretacion de los resultados no puede incluir un analisis de las interacciones
espaciales que estan ocurriendo entre el ligando y el sitio activo, limitando la

validez del resultado obtenido.

3D-QSAR

Las limitaciones presentadas en el caso del uso de 2D-QSAR, metodologia
indirecta, se encuentran superadas con el uso de 3D-QSAR, que es un modelo
cuantitativo que relaciona la actividad bioldgica de moléculas con sus propiedades
calculadas en el espacio de tres dimensiones. La diferencia mas significativa cuando
se usan métodos 3D-QSAR, es que se tiene en cuenta la forma espacial de la
molécula y se incorpora como prerrequisito al analisis, el conocer el estado
conformacional del conjunto de compuestos, en el que debe haberse identificado la
conformacioén activa.® Existen varias metodologias para el estudio 3D-QSAR pero la
mas utilizada es la metodologia CoMFA (Comparative Molecular Fields Analisis:
Analisis Comparativo de Campos Moleculares). La metodologia 3D-QSAR CoMFA
mide la similaridad molecular en el espacio. La filosofia de la metodologia 3D-QSAR
CoMFA se basa en que las propiedades mas importantes de una molécula son su
tamafio y forma global (campos estéricos) y sus propiedades electrénicas (campos
electrostaticos) los cuales pueden ser cuantificados. Las moléculas del conjunto de
analisis son superpuestas en una grilla respetando la conformacién activa y en una
planilla adicional que tiene el programa, se le asocia la actividad bioldgica que
presenta. La unidad de la grilla es un dtomo de Csp>. Posterior a la superposicién
molecular (fit) el programa realiza analisis estadisticos y como el resultado estara

vinculado a cada celda de la grilla, y por lo tanto estas al ser un nimero muy
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grande de variables, el resultado se expresa en regiones espaciales que son

favorecidas o desfavorecidas por incrementos estéricos o electronicos (figura 2.2).

ESTERICO ELETROSTATICO

Figura 2.2. Regiones espaciales de las moléculas del conjunto superpuestas.
Reduccidn del volumen estérico es favorecido si el color es amarillo

Incremento de volumen estérico es favorecido si el color es verde

Mayor carga (+) es favorecida si el color es azul

Mayor carga (-) es favorecida si el color es rojo.

Otra alternativa es el uso de modelos QSAR combinados para el modelado de
nuevos compuestos. Esta metodologia combina varios métodos de optimizacién asi
como diferentes tipos de descriptores e incluye rigurosos y consistentes modelos de

validacién.’

Modelado desde el receptor:

Es un método directo de diseno de farmacos que se basa en el conocimiento
de las caracteristicas del receptor, es decir se conoce la estructura tridimensional
del receptor y localiza el sitio activo.

Existen bases de datos por ejemplo: Protein Data Bank (PDB) donde se encuentran
depositadas las coordenadas 3D de mas de 70 mil proteinas, complejos ligando
proteinas, acidos nucléicos, y otras macromoléculas bioldgicas.
- Las caracteristicas del receptor, sitio activo y ligando se pueden obtener por
ejemplo, por cocristalizacion del ligando unido a la macromolécula vy

posterior uso de difraccion por Rayos X del cristal. Se puede estudiar asi la
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estructura del complejo ligando-receptor por métodos computacionales e
identificar la conformacion del ligando.

- No todas las proteinas se pueden cristalizar facilmente, como ocurre con las
proteinas de membranas. Si no se cuenta con los datos de Rayos X del
receptor ni del sitio activo, se puede construir un modelo del receptor. Para
ello necesitamos conocer la secuencia aminoacidica de la proteina en 2D y la
estructura terciaria de una proteina relacionada. Con estos datos podemos
construir un modelo del receptor mediante la técnica de Modelado por
Homologia.®

- Una vez que se tiene la estructura 3D del receptor, utilizando programas que
buscan en bases de datos, se buscan ligandos que encastren en la cavidad
del sitio activo por complementariedad geométrica. Esta técnica se
denomina Docking.’ El procedimiento de Docking consiste en enfrentar los
grupos involucrados en la interaccion droga-sitio activo. Asi se definen
distancias de union éptimas y por ultimo se optimiza el ligando en el entorno
del receptor.

- Otros programas generan la estructura de un ligando a partir de un
segmento inicial que interacciona con el sitio activo. Luego agregan distintos
fragmentos a este segmento hasta obtener al ligando completo dentro del
sitio activo (GROW).*°

- Los métodos mas recientes de disefio llamados “de novo” (LUDI)!! buscan

ligandos totalmente novedosos que interaccionen con el sitio activo.

Cribado Virtual (Screening virtual - SV):

El screening virtual es un método que permite seleccionar moléculas
candidatas apropiadas a partir de colecciones de compuestos o librerias obtenidas
por combinatoria quimica, las cuales pueden o no contar con evaluaciones
bioldgicas. Como los datos de entrada de estos métodos son estructuras quimicas y
datos de propiedades de estas estructuras, el screening virtual se puede aplicar a
librerias virtuales de cualquier tamano. Lo mas importante es el pre-tratamiento
adecuado de las bases de datos.

En los casos del uso de la busqueda por similaridad, lo mas importante es la
superposicion de las moléculas, la busqueda de un farmacoéforo (este estad definido
por el conjunto de grupos funcionales o porciones moleculares y su posicién relativa
en el espacio, los cuales determinan los requerimientos necesarios para la
interaccion con el sito de unién), uso de técnicas de docking, y la definicion correcta

de las propiedades de donores y aceptores de electrones. Otro método de screening
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virtual fue el derivado de encontrar “hits frecuentes”, moléculas que resultan ser
activas en diferentes bioensayos.!?

Tradicionalmente el descubrimiento de un nuevo farmaco comienza a partir del
conocimiento de un compuesto lider, con la aparicion de la quimica combinatoria y
evaluaciones farmacoldgicas de alta performance (HTS), se pueden evaluar

millones de compuestos para encontrar un nuevo farmaco.

Perspectivas:

La segunda mitad del siglo XX, se ha caracterizado, en virtud de los
acontecimientos mas importantes, en los anales de la historia como la “era del
espacio”, la “era de la computacion” y la “era atdmica”. De la misma manera se
evidencia que también merece llamarse la “era farmacéutica”. En el mundo después
de 1950, el descubrimiento y desarrollo de drogas comenzd a ser la consolidacion
de la era farmacéutica y la quimica medicinal la base de la misma.?

En el afio 2006 iniciaron su comercializaron 41 nuevos farmacos en el
mundo. La cantidad de nuevos compuestos introducidos estd en un orden de
decreciente en los ultimos afios. Situacion que puede resultar sorprendente, en
razon del creciente, e importante, aumento de los fondos destinados a la
investigacion farmacéutica.

Estados Unidos aporta el 54% de los nuevos farmacos y Europa el 20%. Japdn
solamente el 0.5%. Si se los expresa por categorias terapéuticas, los agentes
inmunoldgicos representan el 22% (9) y los antineoplasicos y metabdlicos, el 17%
(7) respectivamente. No aparecen compuestos nuevos para el tratamiento de
enfermedades olvidadas de paises en desarrollo, como Malaria, Chagas,
Leishmaniasis.

La dificultad de encontrar nuevos farmacos para el sistema nervioso
central se visualiza en las estadisticas, ya que en el afio 1997 era del 22 %
de los farmacos comercializados en el mundo (13 sobre un total de 58
nuevos farmacos) para pasar, diez afos después en el aiio 2006 a ser de
un 2% (1 sobre un total de 41 nuevos farmacos).

Puede concluirse que en el Ultimo cuarto de siglo pasado se logrd poner a
disposicion de la sociedad un nimero considerable de medicamentos para muchas
enfermedades, y que, en la actualidad, la situacién se ha centrado en optimizar
lo encontrado y en la bUsqueda de nuevos compuestos para enfermedades no
tratadas.

Un cambio considerable en el mercado de medicamentos, que no influye de manera
directa en el descubrimiento de farmacos, esta dado por la aparicion de genéricos

en el mercado mundial.?
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Farmacos Antiepilépticos

En la mayoria de los casos, los farmacos anticonvulsivos clasicos han sido
descubiertos por azar, mediante metodologias de screening o a través de la
variacion estructural de farmacos conocidos. Por ejemplo, los farmacos
antiepilépticas desarrollados entre 1912 y 1960 se basaron en una estructura
heterociclica simple comun. Durante este periodo, no se crearon compuestos
genuinamente novedosos, sino que la atencidén se centré en las hidantoinas,
barbituratos, oxazolidinodionas, succinimidas y acetilureas. El conocimiento de los
mecanismos de accion de las drogas anticonvulsivas y de las patofisiologias
presentes en las enfermedades cerebrales ha incrementado notoriamente en los
Gltimos 20 anos. A partir de esta informacion se han implementado estrategias de
disefio racional directas, basadas en la comprension de estos procesos. Un ejemplo
exitoso de la aplicacion de esta metodologia es el desarrollo de compuestos
miméticos del GABA, como son el vigabatrin y la tiagabina, disponibles

comercialmente en la actualidad.

Historia de los farmacos antiepilépticos

La epilepsia ha sido descripta y es bien conocida
desde épocas antiguas, pero antes del siglo XIX, los
brebajes, pocimas y otros remedios disponibles para el
tratamiento de las convulsiones se  basaron
principalmente en rumores e ideas falsas acerca de la

naturaleza de la convulsion. Naturalmente estos eran

inGtiles y muchas veces contribuian al fallecimiento del
paciente. El primer tratamiento médico eficaz fue con bromuro de potasio,
introducido por Sir Charles Locock, un obstetra, en 1857. Como ocurrid con
muchas otras drogas el razonamiento de su uso era totalmente erréneo, no
obstante demostrd ser efectivo en algunos casos. Una creencia popular de ese
entonces era que la epilepsia era una manifestacién de histeria y una consecuencia
de la masturbacion, por ello era légico prescribir bromuro de potasio, y luego una
solucién que consistia en mezclas de sales de bromuros de sodio, potasio y amonio,
debido a las propiedades sedativas y antiafrodisiacas de estas sustancias. Los
bromuros eran mas eficaces en convulsiones ténico-clénicas generalizadas y menos
para los otros tipos de convulsiones. Los bromuros poseian marcados efectos

adversos, incluyendo efectos sobre la piel (erupcidn, rash, lesiones ulcerosas),
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efectos sobre el tracto gastrointestinal (anorexia, dispepsia, estrefiimiento) y sobre

el Sistema Nervioso Central (confusién, encefalopatia, irritabilidad, psicosis).'”

Este bromuro fue el tratamiento de la epilepsia por mas de 50 afios, hasta 1912.
Fue en ese ano que Alfred Hauptmann divulgd que el tratamiento crénico con
fenobarbital, reduce la frecuencia de las convulsiones en pacientes con epilepsia.
Luego llego la Fenitoina, un farmaco que aun sigue siendo de primera eleccién en el
tratamiento de las convulsiones, que fue sintetizada en 1908, por quimicos de
Parke-Davis, pero esta no fue lanzada al mercado hasta 1938, gracias a los
estudios de Merritt y Putnam, que encontraron que la fenitoina suprimia las
convulsiones sin generar efectos sedantes. Esta acertada colaboracion entre la
academia y la industria, fue la promotora de la busqueda de nuevos farmacos
anticonvulsivas.'® La trimetadiona, primer farmaco especifico para el tratamiento de
crisis de ausencia (epilepsia del pequefio mal), fue introducida en 1946, siguiendo
los test en animales de Richards y Everett, particularmente el Pentilentetrazol test
(PTZ test), de Laboratorios Abbott, y las evaluaciones clinicas de Lennox.’

Entre 1946 y 1978, 16 nuevas drogas fueron desarrolladas y aprobadas en los
Estados Unidos para el tratamiento de la epilepsia. (Ver Tabla 2.1).

Cinco de estas, primidona, carbamazepina, clonazepam, etosuximida y acido
valproico, aun hoy son ampliamente prescriptas. Entre 1978 y 1993, no se
aprobaron nuevos farmacos antiepilépticos en Estados Unidos. Sin embargo, desde
1993, cuatro nuevos agentes fueron aprobados y comercializados: felbamato,
gabapentin, lamotrigina y topiramato.®

Entre el afio 1993 y 2000, la F.D.A (Food and Drug Administration the USA), aprobd
el uso de ocho nuevos farmacos antiepilépticos. Entre ellos nuevas formulaciones
de viejas drogas como la Fosfofenitoina, un profarmaco soluble en agua de la
fenitoina, que comenz6 a estar disponible para la administracion intravenosa e
intramuscular, teniendo varias ventajas sobre la fenitoina intravenosa.

Por Gltimo cabe destacar que entre el afio 2000 y 2009'° se aprobaron sélo cuatro
nuevos medicamentos anticonvulsivos: pregabalina, rufinamida, lacosamida vy
eslicarbazepina acetato, siendo ésta ultima un profarmaco de un metabolito activo

de un farmaco antiepiléptico de primera generacion.
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Capitulo 2

Tabla 2.1. Fdrmacos Antiepilépticas

Farmaco Aiio de comercializacion
(introducido) en USA
Fenobarbital 1912
Mefobarbital ® 1935
Fenitoina 1938
Trimetadiona 1946
Mefenitoina * 1947
Parametadiona ® 1949
Fentenilate® 1950
Fenacemide® 1951
Metarbital ° 1952
Benzclorpropamide ? 1952
Fensuximide 1953
Primidona 1954
Metosuximina® 1957
Etotoin 1957
Aminoglutetimida ° 1960
Etosuximida 1960
Diazepam 1968
Carbamazepina 1974
Clonazepam 1975
Valproato 1978
Clorazepato 1981
Felbamato 1993
Gabapentin 1994
Lamotrigina 1994
Fosfofenitoina 1996
Topiramato 1996
Tiagabina 1997
Levetiracetam 1999
Zonisamida 2000
Oxcarbazepina 2000
Pregabalina 2005
Rufinamida 2007
Lacosamida 2008
Eslicarbazepina acetato 2009

? Retiradas del mercado



Reseiia de los Farmacos Antiepilépticos utilizados en clinica en la

actualidad.

La evolucidon de los Farmacos Antiepilépticos puede observarse mejor
clasificando a los mismos en generaciones segun las estrategias de desarrollo de

farmacos utilizadas.

El desarrollo de los primeros FAEs no siguié un programa de disefio de
nuevas estructuras, sino que fueron surgiendo de las propiedades anticonvulsivas
observadas en modelos animales, de screening aleatorios, de variacidon estructural
de farmacos antiepilépticos conocidos. Otras veces el descubrimiento fue fortuito,
como en el caso del Acido Valproico. Entre los FAEs clasicos, los mds utilizados son:
Fenobarbital (PB), Fenitoina (PHT), Primidona (PRM), Etosuccimida (ESM),
Carbamazepina (CBZ), Acido valproico (VPA).

Fenobarbital

El Fenobarbital, el mas antiguo antiepiléptico de uso 0
general, continta siendo el antiepiléptico mas administrado
en el mundo. El Fenobarbital, introducido por Hauptman en HN NH
1912, fue uno del grupo de barbitlricos sintetizados y
estudiados por Bayer, la compafila Alemana quimica
farmacéutica, en los finales de 1800. Este fue utilizado
inicialmente como sedativo, pero luego se evidencidé su

efectividad en tratamiento de la epilepsia.?° Fenobarbital

Se ha comprobado que el Fenobarbital es efectivo en controlar convulsiones
tonico-cldnicas, mejor que cualquier otro antiepiléptico, puede ser tomado una vez
al dia, esta disponible en formulaciones parenterales y es muy econdmico. La gran
prevalencia de efectos adversos cronicos, especialmente de tipo psicoldgico,
comparado con otros farmacos antiepilépticos, hacen que el Fenobarbital sea un
antiepiléptico de segunda eleccidn, excepto cuando el costo es una consideracion

primaria.
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Difenilhidantoina (Fenitoina®)

La introduccion de la Fenitoina fue el paso mas importante en la historia de la
epilepsia. Esta transformoé el tratamiento de la epilepsia, cambio las bases
conceptuales de la practica de epilepsia, el abordaje del descubrimiento de drogas,
el rol de las compafiias farmacéuticas en la epilepsia. El mejor conocimiento de las

estructuras quimicas de las drogas inicio el concepto de sintesis de familias de

drogas que contengan funciones similares (hidantoinas y

2T

barbituratos). La Fenitoina (figura 2.3) no fue la primera | ©
hidantoina en ser sintetizada de la cual se hayan
conocido sus efectos antiepilépticos. La HN
feniletilhidantoina  (Nirvanol), fue un importante

precursor. Esta posee en su anillo de hidantoina unidos Anillo de hidantoina

los mismos radicales que el Fenobarbital. Esta se us6 como hipndtico entre 1920 y
1930, pero no fue ampliamente utilizada debido a su toxicidad. La Fenitoina, fue
originariamente sintetizada en 1908 por Blitz, y nuevamente en 1923 por Dox y
Thomas, quimicos organicos que trabajaban en la busqueda de drogas hipnéticas
en los laboratorios de Parke-Davis. Ellos notaron que las hidantoinas tienen una
estructura de anillo similar al acido barbiturico y que al igual que los barbituratos,
una sustitucion alifatica en la posicion 5 les confiere propiedades hipnéticas, pero
no asi una sustitucién aromatica en la misma posicién. Esto fue gratamente
aceptado ya que la mayoria de las sustancias antiepilépticas en uso en esos
tiempos, eran sedativas (bromuros, fenobarbital, acido metiletil fenilbarbiturico) y
el efecto antiepiléptico debia estar relacionado a sus efectos sedativos. Asi, luego
de estudios clinicos realizados por Merritt y Putnam, Parke-Davis lanzo al mercado
en 1938 “Dilantin Sodium” (Fenitoina sddica). La Fenitoina es eficaz contra todos
los tipos de convulsiones parciales y ténico-clénicas generalizadas, pero no contra

las crisis de ausencia.

o A2
N
O N
© (6]
I &
Figura 2.3
@ Estructuras de la Fenitoina
@ y Trimetadiona,
descubiertas a partir de la
evaluacion de estos

Fenitoina Trimetadiona compuestos en modelos
animales.
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Trimetadiona (Tridione®)

La Trimetadiona (Figura 2.3) fue sintetizada en 1944 por Spielman en su busqueda

de drogas con propiedades analgésicas. Sus efectos anticonvulsivantes en animales

fueron reportados ese mismo afio, y en 1946 se obtuvo la licencia para ser utilizada

en humanos. Esta droga fue particularmente efectiva para tratar el pequefio mal

(crisis de ausencia). La Trimetadiona tuvo una aceptacién mundial mas rapida que

Iridione

la Fenitoina, quizas a causa de que no existia
otra terapia alternativa. La Trimetadiona se
emplea sélo para tratar las crisis de ausencia
y por lo general exclusivamente en sujetos
que no se pueden controlar de manera
adecuada con otros compuestos o que no los
toleran. A causa de su grave toxicidad
potencial (efectos adversos teratogénicos
tales como deformaciéon congénita, retardo
mental, o de crecimiento) la terapéutica con
Trimetadiona requiere supervision médica
constante, sobre todo durante el primer afio

de tratamiento.

Propaganda de Tridione® para su uso en

Epilepsia.

Primidona (Mysoline®)

Mas de 2500 barbituratos se sintetizaron desde que fue
producido el primer acido barbitlrico en 1864. Sélo una
pequefia fraccion de ellos mostro actividad
anticonvulsivante, pero no demostraron ser superiores al
Fenobarbital. La Primidona fue su mayor competidor. Esta
fue introducida a la practica médica en 1952. Como la
Primidona se metaboliza en vivo a Fenobarbital, no se

consideraba que tuviera mayores ventajas que este ultimo.

HN NH

Primidona

Pero a principios de los afios 50 se reconocié que la Primidona suprime las

convulsiones generalizadas en ratones antes de que tenga tiempo de convertirse en
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Capitulo 2

Fenobarbital, y esto senté las bases de que la Primidona posee actividad
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Etosuccimida

antiepiléptica independiente del Fenobarbital.
Los efectos adversos de la Primidona son
similares a los del fenobarbital, pero ésta es
menos sedativa. La Primidona es de utilidad
contra las convulsiones tdénico - cldnicas
generalizadas y contra las convulsiones tanto

simples como parciales complejas.

Propaganda de Mysoline® para su uso en

Epilepsia.

Etosuccimida fue introducido en la década del 50 "para el tratamiento de las crisis

de ausencia. El espectro anticonvulsivo de la etosuccimida en

O
HsC animales es comparable al de la trimetadiona. La caracteristica
N mas relevante de ambos farmacos, a dosis no tdxicas, es la
proteccién contra las convulsiones motoras cldnicas inducidas
5 ; por el PTZ. En contraste, a dosis no toxica, la etosuccimida no

Etosuccimida

inhibe la extension tonica caracteristica de las convulsiones por
electroshock o de las convulsiones de “encendido” o activacién
inducida. La etosuccimida es mas eficaz que la trimetadiona
contra las crisis de ausencia y entrafia un riesgo mas bajo de

efectos adversos graves. Esto hace que la etosuccimida sea un

compuesto importante en el tratamiento de dicho tipo de epilepsia.

Se puede observar que las estructuras quimicas de la mayor parte de los FAEs que

aparecieron antes de 1965, guardaban relacion estrecha con el fenobarbital

(difenilhidantoinas, oxazolidinodionas y succinimidas) mientras que las sustancias

que aparecieron después de ese periodo, eran disimiles.
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Otras drogas, derivadas de la fenitoina y del fenobarbital, como fetenilato,
benzocloropropamida y aminoglutetimida, se introdujeron al mercado en esa época,
pero fueron posteriormente retiradas debido a su toxicidad demostrada a largo
plazo.?

Luego de 1962, el ente regulatorio de los medicamentos de Estados Unidos (FDA)
se volvid mas estricto en cuanto a los requerimientos necesarios para que una
nueva droga sea incorporada al mercado. No sdlo se exigia determinar la seguridad
de una droga sino también su eficacia, previa a la comercializacién.?? Este factor,
junto con la opinion de los médicos de que las mejoras en los tratamientos
dependian exclusivamente de un mejor uso de los farmacos ya existentes, redujo
considerablemente el interés de la industria por el desarrollo de nuevos

compuestos.

Benzodiazepinas.

Como resultado de esta situacion, entre 1960 y 1974 un Unico compuesto, el
diazepam, fue aprobado para el tratamiento de la epilepsia. Otras drogas
desarrolladas por la industria en esa época no lograron ser certificadas por la FDA
debido a la falta de pruebas de eficacia adecuadas.

En el caso de las benzodiacepinas (figura 2.4), la mayoria de las estructuras han
manifestado propiedades anticonvulsivas amplias, el clonazepam y el clorazepato se
han aprobado en Estados Unidos para el tratamiento a largo plazo de algunos tipos
de convulsiones. El diazepam, otro de los farmacos perteneciente a esta familia,
tiene funciones claramente definidas en la terapéutica del estado epiléptico. En el
modelo animal, las benzodiazepinas, se han manifestado como compuestos con
mayor proteccion en las convulsiones inducidas por PTZ que las convulsiones

inducidas por el electroshock.
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Figura 2.4. Estructuras de benzodiazepinas aprobadas como farmacos

antiepilépticos.

El clonazepam es extraordinariamente potente para antagonizar los efectos del PTZ,
pero carece casi de accion en las convulsiones inducidas por electroshock. El
clonazepam es de utilidad para tratar las crisis de ausencia, lo mismo que las
convulsiones miocldnicas en nifios. Sin embargo, suele desarrollarse tolerancia, en
algunos sujetos, a sus efectos anticonvulsivos después de 1 a 6 meses de
administracion, los cuales no responden a ninguna posologia. Aunque en la
actualidad el diazepam es el medicamento preferido para el tratamiento del estado
epiléptico, su accién relativamente breve constituye una desventaja. Frente al
estado epiléptico, se administra por via intravenosa o rectal. El clorazepato resulta
eficaz para tratar las convulsiones parciales, combinado con otros farmacos

antiepilépticos.

Carbamazepina

La Carbamazepina (CBZ) es uno de los
' zep! ( ) . El desarrollo de la carbamazepina

farmacos prescriptos con mayor frecuencia fue el resultado de un estudio
para el tratamiento de desérdenes de la relacidén estructura-actividad
neuroldgicos. Ha sido usado desde los de una serie de anticonvulsivos,
derivados iminodibencilos,
realizada por laboratorios Geigy a
fines de
varios otros desordenes psiquiatricos. La la década de los 50.

comienzos de los afios 60 para pacientes

con epilepsia, sindromes de dolor crénico y

CBZ se aprobd su uso en los E.E.U.U como

anticonvulsivo en 1974. En la actualidad se considera un medicamento de primera
opcion en clinica para el tratamiento de las convulsiones parciales y tdnico-clonicas.
La CBZ es un derivado iminodibencil, es un compuesto triciclico relacionado
estructuralmente con los antidepresivos. Los metabolitos activos de la CBZ, en

especial su derivado monohidroxilado, producen un bloqueo de canales voltaje
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dependientes (sodio, potasio y calcio), resultando en
una estabilizacion de la hiperexcitada membrana
neural y acciones en los neurotransmisores
sinapticos, de forma que su efecto sea el de la
disminuciéon de la propagacion de los impulsos
sinapticos. Cuando se realiza el tratamiento con este

farmaco, deben controlarse las funciones renal,

hepatica y los datos hematoldgicos.?

Acido Valproico

El Acido Valproico es la mas nueva

de las “drogas viejas”.

farmacos mas

El VPA es un compuesto aceitoso, fue

El Acido
Valproico (VPA) es uno de los
ampliamente  contexto que Meurier y col. ** descubrieron

utilizado como solvente, y fue en este

utilizados en el tratamiento de la sus propiedades antiepilépticas

epilepsia. Este farmaco posee una

accidentalmente en 1963, cuando fue

estructura de &cido carboxilico de

utilizado como disolvente del producto cuya

cadena alifatica ramificada (acido-2-

propil-pentandico). Este farmaco es

actividad anticonvulsiva queria evaluarse

atil tanto para las convulsiones experimentalmente.

generalizadas como

las

convulsiones parciales en adultos y en nifios. El VPA fue sintetizado por primera vez

O OH

Acido Valproico

en 1882 por Burton.?® El primer ensayo clinico de la
sal sédica del VPA fue reportado en 1964 por Carraz
y col. Este fdrmaco comenzd a comercializarse en el
afo 1967 en Francia y desde entonces se
comercializa en mas de 100 paises para el

tratamiento de la epilepsia.

En el Capitulo 4 se abordard con mas detalle las propiedades del VPA, asi como

también los motivos de la eleccidon de este farmaco para el desarrollo de este

trabajo de tesis.

Gracias a que en la década de los afios 80 hubo un gran progreso en el

conocimiento de la patofisiologia de las enfermedades cerebrales y los mecanismos

basicos asociados a la actividad de los farmacos, se generaron estrategias para el
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disefio racional de farmacos basados en los eventos patofisioldgicos basicos
responsables de la epilepsia.?®

El comienzo de una nueva serie de FAEs ocurrid a partir del afno 1993, luego de una
gran pausa en el desarrollo de los mismos. Esta nueva serie incluye drogas como
felbamato, gabapentina, lamotrigina, topiramato, levetiracetam, zonizamida,
oxcarbazepina, tiagabina y vigabatrin.

Las estructuras de los FAEs de segunda generacidn se muestran en la figura 2.5.
Excepto la gabapentina y la oxcarbazepina, las estructuras de estas moléculas son
novedosas, no derivan de la modificacion estructural de una droga preexistente y
en su mayoria fueron desarrollados por screening aleatorio. La tiagabina y el
vigabatrin fueron desarrollados mediante el disefio racional utilizando como
estrategia la modulacion del sistema gabaérgico.

Los farmacos de “segunda generaciéon” son prescriptos usualmente en combinacién
con otros farmacos antiepilépticos y son muy utilizadas en epilepsias refractarias.?’
Estos compuestos son utilizados actualmente por el 16 % de los pacientes

epilépticos que reciben tratamiento con farmacos.?®
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Tiagabina

Figura 2.5. Estructuras de farmacos antiepilépticos de segunda generacion. El
vigabatrin y la tiagabina fueron desarrollados mediante el disefio racional de

farmacos.

El Felbamato (FBM, Felbatol®) fue aprobado inicialmente en el afio 1993
para tratar las convulsiones parciales en adultos con y sin generalizacién, y en las
convulsiones generalizadas asociadas con el sindrome de Lennox-Gastaut en
nifios.?° Este fue el primer “Farmaco antiepiléptico novedoso” aprobado desde que
se aprobd el Acido Valproico (1978). Pero debido a sus efectos adversos que se

observaron después de su lanzamiento al mercado (1994), como la anemia aplasica
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y falla hepatica, asociados al uso del FBM se restringié su uso a pacientes con
epilepsia severa, quienes no responden adecuadamente a otros farmacos
antiepilépticos.>°

La Gabapentina (GBP) fue desarrollada a fines de la década de los afios 70
como un compuesto g
relacionado al GABA.
Estructuralmente la GBP
combina un aminodcido
inhibidor, el acido y-
aminobutirico (GABA) a un
anillo  ciclohexano. Esta Gabapentina
sustancia se transporta activamente a través del intestino y de la barrera
hematoencefalica por el mismo sistema transportador de aminoacidos semejante a
L-leucina, L-valina y L-fenilalanina. La GBP actualmente esta aprobada en 80 paises

para el tratamiento de convulsiones parciales.>!

La Lamotrigina (LTG) fue desarrollada a principios de la década de los 70 a
partir de un programa de screening aleatorios en la determinacién de la actividad
anticonvulsivante de una serie de compuestos que interferian con el metabolismo
de folato. La Lamotrigina inhibe los canales de sodio sensibles al voltaje,
estabilizando las membranas neuronales y modulando la liberacion de transmisores
presinapticos de aminoacidos excitatorios como el glutamato y el aspartato. Este no
seria el Unico mecanismo de accion de la LTG debido a que posee un espectro de
accion antiepiléptica mucho mas amplio que los anticonvulsivos que solo actdan

inhibiendo canales de sodio.>?

El Topiramato (TPM) es un monosacarido derivado del D-enantiémero de la
fructosa. El TPM bloquea canales de sodio voltaje dependientes, inhibe la anhidrasa
carbonica, actla como antagonista del receptor del acido 2-(aminometil)fenilacético
(AMPA)/kainato glutamato, inhibe al receptor GABA, y aumenta la conductancia de
algunos tipos de canales de potasio.>?

Asi el Topiramato actla practicamente en todos los mecanismos involucrados en las
crisis epilépticas. Lo cual le confiere la caracteristica de ser un farmaco
antiepiléptico de amplio espectro. El Topiramato es ventajoso en su amplio rango
de eficacia. Sin embargo, el Topiramato no es preferido como medicamento de
primera eleccion debido a sus potenciales efectos secundarios. Reacciones adversas
comunes del Topiramato incluyen disfuncién cognitiva. Parestesias de las yemas de

los dedos y de los pies pueden ocurrir poco después que se inicia la medicacion,
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hecho probablemente relacionado con la inhibicidon de la anhidrasa carbdnica. Serios
efectos adversos incluyen nefrolitiasis en un 1%-5% de los pacientes, disminucion
de la agudeza visual o dolor ocular, ademds es un derivado sulfa y esta

contraindicado en pacientes alérgicos a las mismas.>*

El Levetiracetam (LEV) es un novedoso FAE que fue aprobado en 1999 en los
Estados Unidos. El Levetiracetam gand popularidad rapidamente debido a su facil
administracion. Con la toma oral de dos veces al dia, esta droga alcanza
rapidamente, en tres dosis, los niveles terapéuticos necesarios.

El mecanismo de accion del levetiracetam es desconocido. Este no actia por medio
de los receptores tipicamente afectados por medicaciones antiepilépticas. La droga
se une a una proteina presinaptica, SV2A, localizada en las vesiculas sinapticas.
Esta proteina probablemente esta implicada en la fusion vesicular con la membrana

presinaptica y puede reducir la liberacién de neurotransmisores.>®

La zonizamida (ZNS) es un farmaco antiepiléptico que ha sido desarrollado
en Japdn a fines de los afios 70 mediante mediante la relacién estructura actividad
anticonvulsivante de derivados de benzisoxazoles.?®
Zonizamida contiene la estructura quimica de sulfonamida, excluyendo su uso en
pacientes alérgicos a las sulfas. Esta produce su efecto anticonvulsivo por el
bloqueo de canales de sodio y canales de calcio tipo T, estabilizando membranas
neuronales. Aumenta la liberacion de GABA, bloquea el ién K* evocado por
glutamato y reduce la excitacién sinaptica mediado por glutamato. Zonisamida
también posee una débil inhibicion de la anhidrasa carbdnica, pero esto no

contribuye sustancialmente con sus propiedades anticonvulsivas.®’

La Oxcarbazepina (OXC) se encuentra registrada en mas de 50 paises. Esta
droga fue desarrollada como una variante estructural de la carbamazepina,
disefiada para eliminar el metabolito epdxido de la carbamazepina que causa
efectos adversos. Carbamazepina y oxcarbazepina son distintas drogas, con
diferentes rutas metabdlicas, modos de accion y perfil de efectos adversos.
Oxcarbazepina ejerce muchos de sus efectos a través del metabolito 10-
monohidroxido (MHD), un metabolito activo que no estd presente en la
carbamazepina, actuando como profarmaco del MHD. Oxcarbazepina bloquea
canales de sodio voltaje dependiente estabilizando las membranas neuronales e

inhibiendo la liberacién de neurotransmisores excitatorios.>3®
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El Vigabatrin (VGB) y la Tiagabina (TGB) son un ejemplo exitoso del
desarrollo de compuestos miméticos del GABA a través de la aplicacion del disefio
racional. La estrategia utilizada en este caso estd sustentada en propiciar un
aumento de los niveles de GABA, principal neurotransmisor inhibitorio en el
cerebro.

Tiagabina ejerce su efecto anticonvulsivante mediante un novedoso mecanismo que
implica la inhibicién de la recaptacion de GABA dentro de las neuronas y la glia. La
tiagabina no es prescripta cominmente. Razones de ello son: la droga no es tan
efectiva como otras, experimenta eliminacion hepatica, se necesitan varias
semanas para alcanzar la dosis terapéutica, y puede causar serios efectos
adversos. El uso de tiagabina puede causar un incremento de la actividad
convulsiva. Nuevos tipos de convulsiones pueden desarrollarse, con un incremento
en la incidencia del estatus epiléptico no convulsivo.>*

Por su parte el Vigabatrin inhibe irreversiblemente la enzima GABA transaminsa
(GABA-T). Por lo tanto el VGB posee la capacidad de inhibicion irreversible de la
GABA-T encargada de catabolizar el GABA, en consecuencia se incrementa en el
SNC el nivel de este neurotransmisor inhibidor, con lo que origina un bloqueo de la
actividad paroxistica. No provoca alteracion de otros sistemas de

neurotransmision.%4

Tabla 2.2. Propiedades de los farmacos anticonvulsivantes de segunda generacion

Efectos
en
Farmaco Vida Mecanismo de Eliminacion enzimas Efectos
Media accion hepaticas Adversos
Antagonista del - Rlesgo.de
Felb t 20-23 sitio de glicina Renal y Induccion Iajm-emu;\ I
elbamato h en el receptor hepatica Inhit?icic’m a%:;g:g(,:aaya
NMDA -
alergia.
Desconocido,
puede estar
Gabapentina 4-6 h rﬁ)lgc;grr::%os (élc;n Renal Ninguno Ninguno
calcio voltaje
activados
Reaccién
Bloqueo de cruzada de
canales de Minima hipersensibilidad
sodio; posible Renal y induccién e a
Oxcarbazepina 4-9 h | contribucién del hepética inhibicion | carbamazepina;
efecto en de algunos riesgo de
canales de subtipos hiponatremia.
potasio y calcio.
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No debe usarse
en pacientes

Zonizamida 24-60 Elaonqal]':: éj: Hepatica mas Ninguno alérgicos a las
h . - que renal 9 sulfas o con
sodio y calcio.
antecedentes
de nefrolitiasis.
Unién a
proteina SV2A
de la vesicula
sinaptica y a .
canales de Renal R;Z%E’Oge
Levetiracetam 6-8 h calcio de alto e ! Ninguno
voltaje, hidrélisis. gd\{grsps
modulacion de psiquiatricos.
los receptores
de GABA y
glicina.
No debe usarse
en pacientes
Elaonqal.ll:: éj: alérgicos a las
sodio voltaje sulfasdo con
dependientes antecedentes
inhibicion de la de nefrolitiasis.
Anhidrasa aEIf\(/a::gc?s
carbonica, . Induccidn ;
. 15-23 . Renal mas que potenciales
Topiramato h antagonista hepatica e ncluven
receptor patica. Inhibicién ineluyen
AMPA/kainato o
glutamato cognitivo,
modula la. glaucoma de
actividad GABA, angg'c?dits"i‘:rtor
mediada por >
cloruros. metabolica,
perdida de
peso.
Relacionada con R:Z?Oiade
15-35 | '3 inhibicion de Minima particulagrm’ente
Lamotrigina h c:_:males Fle Hepatica induccion con el uso
sodio sensibles q
al voltaje concurrente de
' valproato.
Inhibicion de la Riesgo de
Tiagabina 4-9 h recaptacién de Hepatica Ninguna actividad
GABA convulsiva
Reduccién
inhibe concéntrica del
irreversibleme Can?zizgc\t/éssual-
Vigabatrin 4-6 h nte I(?Aeézlma Renal Ninguna adversos
) menores como
transaminsa somnolencia,
(GABA-T) apatia,
irritabilidad.
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Nuevos farmacos antiepilépticos y farmacos antiepilépticos que son

segunda generacion de farmacos antiepilépticos ya existentes.

En la ultima década sdlo cuatro nuevos farmacos han sido aprobados para su
uso en clinica: Pregabalina en el afio 2005, Rufinamida en el afio 2007, Lacosamida
aprobada en el 2008 y Acetato de Eslicarbazepina que fue aprobada en el afio
2009. La Rufinamida y Lacosamida son farmacos antiepilépticos con estructuras
qguimicas novedosas, no relacionadas estructuralmente con farmacos antiepilépticos
existentes (figura 2.6), la lacosamida es un derivado quiral del aminoacido D-
serina. Aln no se conoce con exactitud el mecanismo de accién de estos farmacos,
en clinica la rufinamida exhibe un amplio espectro de actividad anticonvulsiva y es
utilizada como terapia de soporte en crisis parciales. Por su parte la lacosamida se
utiliza en el tratamiento de las crisis parciales en adultos y exhibe otras actividades
ya que es utilizada en el tratamiento del dolor neuropatico diabético, fibromialgia y

en profilaxis de migrafias.*?
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Figura 2.6. Estructuras de los compuestos Rufinamida y Lacosamida

Es interesante notar que dos de estos cuatro nuevos farmacos, la
Pregabalina y el Acetato de Eslicarbazepina son derivados o analogos de FAEs
existentes y pueden ser llamados farmacos de segunda generacion de farmacos

antiepilépticos ya establecidos.

La pregabalina es
estructuralmente similar al . M
gabapentin pero posee un i cooH 5 cooh
mayor tiempo de vida
media. A pesar de estar \
estructuralmente _ ,

Gabapentina Pregabalina

relacionada al acido gama

amino butirico (GABA), esta droga no posee actividad GABA-érgica. La Pregabalina
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se une a la subunidad alfa,-delta de canales de calcio voltaje operados, reduciendo
el influjo de «calcio y debido a ello disminuye Ila liberacion de varios
neurotransmisores, incluyendo el glutamato.

La experiencia clinica de este farmaco no es muy amplia, ya que ha sido aprobado
su uso hace solo cinco afios atras. Es frecuentemente indicada para tratamientos
adicionales de convulsiones de inicio parcial en adultos, y en el tratamiento del
dolor neuropatico periférico.*® La pregabalina es mas potente que la gabapentina en
los modelos preclinicos de epilepsia y posee una biodisponibilidad oral mucho
mayor que esta. Esta droga es razonablemente bien tolerada a dosis iniciales de
600 g/dia, sin embargo muchos pacientes sufren vértigo a dosis iniciales por
encima de los 100-150 mg/dia. La pregabalina se excreta renalmente, por ello es
adecuada para pacientes con enfermedades hepaticas. No posee induccién o
inhibicion de enzimas hepaticas, lo cual es ventajoso ya que posee poco riesgo de

interaccién con otras medicaciones.**

El Acetato de Eslicarbazepina (ESL) es la “tercera generacién” de una
familia de primera linea de FAEs representada por la carbamazepina (primera
generacion) y la oxcarbazepina (segunda generacién). Como puede observarse de
la estructura de ESL en la figura 2.7, ésta es un profarmaco de la Licarbazepina
(metabolito monohidroxilado de la carbamazepina) que es la entidad responsable

de los efectos farmacoldgicos.
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Figura 2.7. Estructuras derivadas de la Carbamazepina.
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Estructuralmente la ESL comparte con la carbamazepina y oxcarbazepina el nlcleo
dibenzazepino con el sustituyente 5-carboxamida, pero es estructuralmente
diferente en la posicidon 10,11. Esta variacién molecular resulta en diferencias en el
metabolismo lo cual le confiere al ESL mejor tolerabilidad por la disminucion de
efectos adversos y facilidad en la administracion (dosis Unica por dia).

Asi Oxcarbazepina es un compuesto mejorado de segunda generacion de la
carbamazepina ya que no es susceptible al metabolismo al cual es sometida la
carbamazepina y esto resulta en una disminuciéon de efectos adversos y de
interacciones con otros farmacos. Sin embargo la oxcarbazepina no actia como
farmaco en si mismo, sino mayormente como un profarmaco de la licarbazepina, al
igual que el acetato de eslicarbazepina, un profarmaco de tercera generacion de

esta familia.

Nuevas formulaciones de Viejos FaArmacos establecidos.

En la Ultima década se dispusieron nuevas formulaciones de viejos farmacos
gue permiten tener mas aceptacion de los pacientes, tener horarios de dosificacion

mas convenientes y poseer menores efectos adversos que la formulacion original.
Fosfofenitoina

La Fosfofenitoina (Cerebyx®) es un Profdrmaco soluble en agua de Fenitoina. Esta
se convierte rapidamente en fenitoina, en vivo mediante las enzimas fosfatasas
presentes en el higado y en las células rojas de la sangre.*> El tiempo medio de

esta conversidon es de 8-15 minutos y es independiente de

las concentraciones plasmaticas de fosfofenitoina o |O ﬁHZOP%NaZ

fenitoina. Entonces, una vez introducido en el organismo, -
las propiedades farmacocinéticas, farmacodinamicas vy HN

clinicas de la fosfofenitoina son idénticas a la fenitoina.
Comparada con la fenitoina intravenosa, la fosfofenitoina
ofrece un aumento de la flexibilidad y tolerabilidad. La

fenitoina posee muy poca solubilidad en agua, para que Fosfofenitoilm

pueda ser administrada intravenosa como tal, ésta debe
disolverse en 40 % de propilenglicol y 10 % de etanol a pH 12. Esto requiere de
una lenta infusion y frecuentemente el vehiculo produce tromboflebitis, y puede

contribuir a generar hipotensién y bradicardia. La fenitoina administrada por via
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intramuscular ocasiona un severo dolor, puede producir abscesos muscular estéril y
es absorbida lenta e inciertamente. Todos estos problemas fueron resueltos con el
desarrollo del profarmaco fosfofenitoina.*®

La Fosfofenitoina estd indicada para el tratamiento de adultos con convulsiones
parciales o generalizadas donde sea indicada la administracion parenteral. Como la
fosfofenitoina se convierte rapidamente en fenitoina, su mecanismo de accion
anticonvulsivante es el mismo que la fenitoina: inhibe canales de sodio sensibles al

voltaje.

En la siguiente Tabla 2.3 se muestra una comparacion de los dos farmacos.

Tabla 2.3 Comparacion entre Fosfofenitoina y Fenitoina®

Fosfofenitoina Fenitoina

Via de Administracion i.voi.m. Sélo i.v.

Maxima velocidad de 150 mg PE/min 50 mg/min

infusioén i.v.

Tiempo en alcanzar la 20 min 20 min

maxima concentracion

sérica

Efectos adversos Irritacion, parestesias, Dolor en el sitio de
ataxia, somnolencia, aplicacion, quemaduras,
mareo, hipotension. flebitis, mareos, ataxia,

somnolencia, hipotension.
Solucion compatible i.v. Dextrosa o Salina Salina.

?1i.v., intravenosa; i.m., intramuscular; PE, equivalentes de fenitoina.
Carbamazepina de Liberacion Sostenida (Tegretol-XR®)

La Carbamazepina es un farmaco de primera eleccion en el tratamiento de
convulsiones parciales y secundarias generalizadas tonico-clonicas. Sin embargo, su
uso presenta inconvenientes debido a su corta vida media, por lo cual se requiere
tomar una dosis tres o cuatro veces al dia. Ademas, los niveles plasmaticos pueden
fluctuar dando picos mas importantes que resulten en un incremento de la
frecuencia de sus efectos adversos y la inhabilidad de mantener concentraciones
plasmaticas suficientes para controlar las convulsiones constantemente.*’

La formulacion de Liberacién Sostenida utiliza la tecnologia de sistema oral de
liberacién osmética (OROS®, del inglés Oral Osmotic Delivery System). Este facilita

la liberacion continua del farmaco y da lugar a concentraciones plasmaticas
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constantes de carbamazepina logrando un mejor perfil en el manejo de efectos
secundarios. Mediante esta formulacién se logra disminuir el nimero de tomas a

sélo dos veces al dia.*®

Acido Valproico de Liberacién Prolongada.

Abbott Laboratories desarrollo comprimidos de liberacién prolongada de Acido
valproico bajo la forma de Divalproex sédico, (Depakote® ER). Esta consiste en una
matriz polimérica disefiada para la administracion de una toma por dia con respecto

a la formulaciéon del Depakote convencional.*
Supositorios de Diazepam

Las benzodiacepinas son utilizadas como el principal tratamiento de emergencia en
una convulsion aguda. El diazepam o el lorazepam se aplican intravenosamente
cuando el paciente esta en el hospital, cuando se administran benzodiacepinas a un
paciente con estatus epiléptico después de que el paciente llega al hospital,
disminuye significativamente la duracién de la convulsidon y la probabilidad de
recurrencia de la misma. Los estudios demuestran que no existe diferencia en la
eficacia entre la via de administracién intravenosa y rectal. Esta nueva formulacion
de diazepam puede ser administrada por un enfermero o cuidador a muchos
pacientes con epilepsia refractaria o convulsiones frecuentes de forma aguda

cuando sufran una crisis.>®
Farmacos en desarrollo

Segun el dltimo reporte de la EILAT IX, la cual es un resumen de las
conferencias sobre nuevos farmacos antiepilépticos,’! los farmacos mas promisorios
que se encuentran en fase preclinica o clinica de desarrollo son: brivaracetam,
carisbamate, 2-deoxy-D-glucose, ganaxolone, huperzine, JZP-4,
propylisopropylacetamide, retigabine, T-2000, tonabersat y valrocemide. En Ia

figura 2.8 se presentan las estructuras de estos compuestos.
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Figura 2.8. Estructuras de los antiepilépticos en desarrollo segun el dltimo EILAT IX.

Como puede observarse de las estructuras quimicas, varios de estos farmacos en
desarrollo, entre ellos el brivaracetam y JZP-4 estan relacionados estructuralmente
con farmacos antiepilépticos de segunda generacidn, el levetiracetam y lamotrigina
respectivamente. El T-2000 es un profarmaco del acido 5,5-difenilbarbiturico,
miembros de una clase de drogas que han sido utilizadas por mas de cien afios
como hipnoéticos. Dos de las estructuras mas novedosas son la retigabine y el
ganaxalone debido a que poseen mecanismos de accion innovadores. Hay que
destacar que tanto la valrocemide como la propylisopropyl acetamide son derivados
del acido valproico, uno de los farmacos antiepilépticos que tiene casi 50 afios de
uso en clinica.

Esto nos muestra que los nuevos anticonvulsivantes son descubiertos a través de
screening convencionales y/o modificaciones estructurales mas que por un

mecanismo de disefio racional conducido.
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éSon los nuevos farmacos antiepilépticos superiores a los farmacos

antiepilépticos tradicionales?

Se generd mucho entusiasmo con la llegada de nuevos farmacos
antiepilépticos, considerando especialmente el numero de pacientes quienes
tomaban combinaciones de farmacos antiepilépticos tradicionales y continuaban
teniendo frecuentemente convulsiones acompafadas con intolerables efectos
adversos.

A pesar de carecer de estudios clinicos que comparen, los nuevos y los tradicionales
farmacos antiepilépticos, hay evidencia que sugiere algunas ventajas de los nuevos
agentes. Gabapentina, Lamotrigina y Oxcarbazepina ha sido comparado cada una
con Carbamazepina como monoterapia en convulsiones parciales y se ha
encontrado tener mejor tolerabilidad, a pesar de no haber diferencias en cuanto a
eficacia. Lamotrigina, Topiramato y Zonizamida han demostrado tener un amplio
espectro de actividad con eficacia en convulsiones generalizadas asi como también
en convulsiones de inicio parcial, mientras que el Valproato era la Unica droga
tradicional con este espectro de actividad. La mayoria de los nuevos farmacos
antiepilépticos carecen de induccién de enzimas hepaticas y han mostrado no
poseer interaccidn con otros medicamentos metabolizados hepaticamente al
contrario de Fenobarbital, Fenitoina y Carbamazepina. Finalmente sdlo Felbamato y
Lamotrigina han demostrado poseer efectos adversos con potencial riesgo de vida,
los cuales han sido documentados con Fenitoina, Carbamazepina y Valproato. Sin
embargo, las nuevas medicaciones antiepilépticas, son significativamente mas
costosas que las drogas tradicionales y estudios especificos no muestran evidencias

de superar costo-efectividad.>?
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Conclusiones

Es probable que los Farmacos antiepilépticos de segunda generacion
de farmacos ya existentes actiien por un mecanismo de accion similar a
sus compuestos de partida y esto no proporcione ningidn incentivo de un
nuevo mecanismo de accion. Sin embargo esta desventaja puede importar
menos que la ventaja de poseer extensiva informacién acerca de la
farmacocinética, problemas de toxicidad y farmacodinamicos asociados
con su compuesto madre. Ademas el disefio de farmacos antiepilépticos de
segunda generacion representa un riesgo econémico menor para la
industria que el desarrollo de una entidad quimica completamente nueva

con un huevo mecanismo de accion.

El desarrollo de nuevos compuestos antiepilépticos con mayor selectividad y baja
toxicidad sigue siendo un area importante de investigacion en quimica medicinal.
Un proceso de disefio racional de nuevos anticonvulsivos puede ser desarrollado de
diferentes formas. La primera estrategia es la identificacién de nuevos blancos de
accién a través del conocimiento de los mecanismos moleculares de la epilepsia.
Otra estrategia es modificar los farmacos y formulaciones ya existentes.>® Debido a
qgue la mayoria de las drogas recientemente introducidas conservan significativos
efectos nocivos, son los farmacos de primera generacion, tales como el acido
valproico y la carbamazepina, a las cuales se aplica la estrategia de investigacion

de nuevos compuestos relacionados estructuralmente.
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Capitulo 3 Profarmacos

Introduccion

A pesar de los esfuerzos y recursos que las compafias farmacéuticas y la
academia han realizado para el desarrollo de nuevas entidades quimicas (NEQ),
recurriendo para ello a la utilizacion de diferentes procesos racionales, muy pocas
de estas NEQ han logrado convertirse en farmacos Utiles en clinica, debido
particularmente a las interacciones impredecibles que han presentado con el
sistema bioldgico.

Un estudio realizado con el objeto de identificar y cuantificar estos
esfuerzos, dio como resultado que el 40 % de un grupo de 300 NEQ investigadas
en humanos no llegan a cumplir con las tres fases clinicas y son retiradas sin llegar
al mercado debido a serios defectos en su farmacocinética que se refleja, por
ejemplo, en una pobre absorcién oral, un extensivo metabolismo de primer paso,
una desfavorable distribucion o unién a proteinas plasmaticas, o una combinacion
de ellas entre otras causas. En el Grafico 3.1 se esquematizan proporcionalmente
las razones de fallas en el disefio de farmacos evaluados en clinica.! Esto enfatiza la
necesidad de entender los factores principales que afectan la farmacocinética

versus la lipofilicidad del farmaco y su solubilidad.

7% 7%

7%

A B

46%
16%

17%
M falta de eficacia
M toxicidad en animales
efectos adversos en el hombre
H farmacocinética
razones comerciales
otras

Gréfico 3.1. Razones de fallas en el disefio de Fdrmacos.’

El disefio de profarmacos ofrece una alternativa valida para incorporar a la
terapéutica aquellos compuestos que por alguna causa no pudieron pasar las fases
clinica I, II o III, o que habiéndolas pasado, en el posterior uso, se observan
efectos adversos o limitaciones en la clinica. Es decir rescatar a estructuras activas
en los modelos bioldgicos pero que presentaron inconvenientes en el uso en

humanos. Esta problematica puede abordarse mediante modificaciones quimicas
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que le permitan aumentar la actividad terapéutica y superar ademas las

limitaciones asociadas a las caracteristicas fisicas y quimicas indeseables.

éQué es un Profarmaco?

El término “Profarmaco” fue introducido por primera vez en 1958 por Adrien
Albert,? quien describié a los profdrmacos como compuestos farmacoldgicamente
inactivos que necesitaban experimentar biotransformaciones para poder producir
los efectos farmacoldgicos.

En el Esquema 3.1 se representa graficamente el proceso tedrico mediante
el cual se sintetiza en el laboratorio el profarmaco, a la vez se esquematiza la
metabolizacidon que sufre este para que el compuesto farmacoldgicamente inactivo
in vitro derive en el farmaco activo. Los profarmacos son convertidos al farmaco
activo en el organismo (in vivo) a través de reacciones que pueden ser tanto
enzimaticas como no enzimaticas. Los profarmacos son estructuras nuevas
disefiadas por los quimicos medicinales quienes haciendo uso de los conocimientos
de las reacciones metabdlicas las aplican en su disefio, orientado a la maximizacion
de la eficacia del farmaco activo, con el objeto de superar problemas
farmacocinéticas, toxicos, de formulacion y administraciéon por medio de “"cambios

estructurales, los que traen aparejado modificaciones en sus propiedades

fisicoquimicas”.

En el Laboratorio

FI-'\RMACO> - E il FARMACO >E
——

activo Grupo Profarmaco inactivo
modulador labil

En el Organismo

Respuesta
farmacoldgica

.
s

activo

biotransformaciones

FARMACO >E

inactivo

FARMACO >E>

inactivo

Barrera Biolégica

Esquema 3.1. Esquema tedrico de la Sintesis del profarmaco y su biotransformacion

en el organismo
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Profarmacos

terminos utilizados en Quimica Medicinal

aco es cualquier compuesto que experimente
biotransformacion antes de exhibir sus efectos
farmacologicos.

Los profarmacos pueden verse como farmacos que
contienen grupos protectores no toxicos especializados,
utilizados de manera transitoria para alterar o para eliminar
caracteristicas indeseables del farmaco de partida.

Doble profarmaco o Pro-profarmaco: Un doble
profdrmaco es una molécula bioldgicamente inactiva la cual
es transformada in vivo en dos pasos (enzimaticamente y/o

guimicamente) en especies activas.

Muchas de las fallas presentes en los farmacos, como se esquematiza en el

Esquema 3.2 son problemas vinculados a la farmacocinética, farmacotécnia y a los

metabolitos toxicos generados, los que pueden ser solucionados utilizando el disefio

de profarmacos.

g

O 0o » & =™ >

Problemas relacionados con la farmacocinética
- Baja solubilidad en lipidos resultando en una baja permeacién de
membranas para atravesar varias barreras bioldgicas incluidas el
tracto gastrointestinal, la barrera hematoencefalica, la piel, etc.
- Absorcién, distribucion o eliminacion a velocidad inadecuada.
- Alto metabolismo presistémico que puede llevar a la inactivacion
metabdlica antes de alcanzar el sitio de accion.

Problemas de Formulacion y Administracion
- Pobre solubilidad acuosa causando problemas en la seguridad de la
administracion parenteral, principalmente intravenosa.
- limitada proporcién de disolucion y de biodisponibilidad oral del

farmaco.

- Inestabilidad in vitro.

- Incompatibilidades quimicas o fisicoquimicas en la forma
farmacéutica.

- Farmacos con corta vida media biologica, se sugieren formas de
dosificacion controladas.

Problemas de Toxicidad
- Toxicidad intrinseca.
- Carencia de especificidad de sitio, resultando en efectos indeseables

Esquema 3.2.Problemas que limitan la utilizacion de un farmaco que pueden
resolverse con el disefio de profarmacos.

[on>§=o>-no=o-u]
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En el desarrollo y descubrimiento de farmacos, como se introdujo en el
Capitulo 2, la quimica medicinal se vale de numerosas metodologias. Lipinski y
colaboradores® notaron que el incremento en la complejidad y tamafio promedio de
la molécula “farmaco” resulta en agentes que no llegan al sitio de accién, mientras
que Veber*y colaboradores observaron que el nimero de enlaces rotables también
era importante. Con el aumento de tamafio, se incrementa el nUmero de grupos
donores y/o aceptores de hidrogeno, aumenta el valor de Log P, aumenta el
nimero de enlaces rotables que ocasiona una disminucion de la solubilidad en
agua, se incrementa la union a proteinas, y hay una alta probabilidad de que los
compuestos sufran una rapida eliminacién mediante metabolizacién o excrecion por
vias biliares. La regla de los 5 de Lipinski® determina que las estructuras mas
propensas a presentar problemas de solubilidad y/o permeabilidad son las que
poseen: a) valores de log P mayores a 5

b) pesos moleculares mayores a 500

c) mas de 5 grupos donores de enlaces hidrogeno (expresados como la
suma de grupos NH y OH)

d) mas de 10 grupos aceptores de enlaces de hidrogeno (expresados como
la suma de atomos de N y O)
A través de los profarmacos, las modificaciones labiles generadas en las moléculas
resultan en propiedades adecuadas para que el farmaco ejerza su accién. Esto
produjo que la academia y la industria farmacéutica hayan redescubierto los
profarmacos y que esta técnica comience a ser una parte integral del paradigma del
descubrimiento de nuevos y mas eficaces medicamentos. La evidencia mas fuerte
de esta conclusion es el incremento en el porcentaje de farmacos aprobados por la

FDA en estos ultimos afios y muchos de los cuales son profarmacos.

farmaco analogo profarmaco

2 ! B
L' Esquema 3.3. Ilustracién

utilizada por Ferres® para
bafrera mostrar las diferencias
potenciales entre un analogo
y un profarmaco en la
actividad del receptor del
farmaco.

\Libe racion
. quimica o
m enzimatica

RECEPTOR RECEPTOR RECEPTOR
inactivo no encaja activo
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La utilidad de esta técnica es incuestionable. Stella, V.1.® hace notar que de
un total de 43 nuevos farmacos aprobados por la FDA en el afo 1993, 8 farmacos,
0 sea un 19% de ellos eran profarmacos. Una evaluacion sobre nuevas drogas
aprobadas en el periodo 2001-2002, informa que de un total de 49 farmacos, 11
son profarmacos (1 de estas nuevas entidades es un profarmaco blando),
observandose un incremento del 20-22 % correspondiente a la categoria de
profarmacos.

Estos numeros son sorprendentemente altos. La importancia que esta adquiriendo
en los proyectos de investigacion y desarrollo el tema de los profarmacos puede
observarse en otro trabajo de Stella, V.].” “Produgs as Therapeutics”, en el cual se
analiza el patentamiento de profarmacos en un periodo de 10 afios, desde 1993 al
2003. Este informe es el resultado de la busqueda de patentes aprobadas, siendo el
criterio de seleccidon de las mismas, la busqueda por palabras claves que figuraran
en el texto como : “profarmaco”, “derivados biorreversibles” o términos derivados
de ellos, identificandose para dicho periodo 1396 patentes que contenian estas
palabras claves.

En la siguiente Tabla 3.1 se muestra el porcentaje de desarrollo de Patentes de

Profarmacos (1993-2003) divididos en areas terapéuticas.

Area Terapéutica % Patentes de Profarmacos
(1993-2003)
Céncer 36.8
Objetivos definidos 14.9
Inmunologia 10.3
Inflamacion 17.6
Antimicrobianos (excluidos antivirales) 10.0
Antivirales 12.6
Sistema Nerviosa Central (SNC) 18.7
Cardiovascular 25.6
Hormonas 11.1
Oftalmico/Nasal/Cuténeo 1

Otras 4.6

81



Capitulo 3

Caracteristicas de un Profarmaco Ideal

1. Ser inactivo in vitro.

2. La unién Farmaco-Grupo modulador es covalente o salina.

3. Su bioactivaciéon debe ser mas rapida que otras reacciones metabdlicas
que degraden su estructura.

4. Ni el profarmaco ni el grupo modulador deben ser toxicos ni conducir a

metabolitos toxicos

Clasificacion de profarmacos

Los profarmacos pueden ser clasificados de acuerdo a dos criterios:
1- Mecanismo involucrado en su activacion
- Por reduccién, oxidacion o hidrdlisis
- Por reacciones catabdlicas o anabdlicas
2- La funcién que desarrolla el modulador
- Profarmacos unidos a un transportador
- Sistema quimico de liberacion especifica
- Terapia de anticuerpos unidos directamente a enzimas

- Terapia de genes dirigidos a enzimas

Estrategias en el disefio de profarmacos. Ejemplos.

En esta seccidén se expondran algunos ejemplos de Medicamentos de uso en clinica

actual, que son profarmacos.
Profarmacos que mejoran la permeabilidad a través de membrana.

Una de las estrategias para mejorar la absorcion pasiva en el intestino de un
farmaco es aumentar la lipofilicidad del mismo. Los profarmacos son muy Uutiles
como recurso, cuando se desea enmascarar los grupos funcionales que son
importantes para la unién al receptor, pero también dificultan el pasaje del farmaco
a través de la membrana celular. Es estos casos, se unen a dichos grupos,
funciones quimicas labiles o facilmente modificables en el organismo. A modo de
ejemplo se observa que un grupo funcional como el acido carboxilico juega un
importante rol en la unidn del farmaco a un receptor por medio de una unidn idnica
0 por puentes de hidrogeno. Sin embargo la realidad es que un grupo ionizable

dificulta el pasaje del farmaco a través de la membrana celular lipidica. Una de las
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soluciones es proteger o “enmascarar” la funcién acida convirtiéndola en un éster,
el cual al ser menos polar puede atravesar la membrana lipidica celular y una vez
que pasa al torrente sanguineo, éste es hidrolizado a su forma acida libre por las
estearasas que se encuentran presentes en la sangre, y en ese lugar interactuar
con el receptor o sitio de union. No todos los ésteres son hidrolizados con la misma
velocidad o rapidez y se debe probar un rango de ésteres para encontrar cual es el
mejor para el lugar de accidon u érgano en el que se estd buscando que interactue,
siendo esta una ventaja porque puede permitir una localizacion selectiva. A partir
de estas consideraciones, es posible disefiar y sintetizar ésteres mas o menos
susceptibles a hidrdlisis, de acuerdo a lo que se busque, introduciendo grupos
aceptores de electrones en la estructura que soporta la funcion alcohdlica (por
ejemplo: OCH,CF5;, OCH,CO,R, OCONR,, OAr). El efecto inductivo de estos grupos
ayuda al mecanismo de hidrdlisis transformando al alcohol en un mejor grupo
saliente. Se debe tener precaucion de no transformarlo en un éster demasiado
reactivo o quimicamente inestable con riesgo a que se hidrolice antes de que

alcance el torrente sanguineo.

El farmaco candoxatrilat (figura 3.1), es un inhibidor de proteasas, el cual
debia ser administrado por via intravenosa, dado que su alta polaridad no le
permitia ser absorbido por el tracto gastrointestinal cuando es administrado
oralmente. Se sintetizaron y evaluaron diferentes profarmacos en donde la funcion
éster era la variable del conjunto de compuestos. Se concluyd que el grupo etil
éster era hidrolizado ineficientemente observandose que el mejor grupo saliente y
mas activo era el éster 5 -indanil. El 5-indanol que se libera por la hidrdlisis del

profarmaco ademas, no es toxico.

OCH,

OCHj,

ZT

(0] O

. CO,H CO,H
Candoxatrilat grupo 5-indanil Candoxatril

Figura 3.1. Profarmaco inhibidor de proteasas.
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La Ampicilina es antibidtico B-lactdmico que tiene una corta vida media. En
la busqueda de compuestos donde se incremente la vida media, se preparo el metil
éster de la ampicilina, el cual se metaboliza muy lentamente en humanos debido a
su excesiva estabilidad. Para resolver este problema se recurrié a la preparacién de
aciloximetilésteres. Los profarmacos derivados y que son utilizados en clinica son la
pivampicilina y vacampicilina® (figura 3.2) entre otros, los que han aumentado la
permeabilidad a través de la membrana. Esta modificacion hace que el
hidroximetiléster, un derivado mas reactivo quimicamente libere una molécula de

formaldehido, regenerando el grupo carboxilo.

& o
\>< Vacampicilina
Ve o

/\O/\O

Pivampicilina

\\“\\\.

\

O

Figura 3.2. Profarmacos del antibiético Ampicilina.

Otro ejemplo de la funcionalizacidn como profarmaco de la funcion acida es
el caso de las estatinas, (figura 3.3) las cuales son inhibidoras de HMG-CoA (3-
hidroxi 3-metil glutaril coenzima A) reductasa. El lovastatin y el simvastatin® ven
incrementadas su absorcién oral a través de la formacion de una lactona por
ciclacion intramolecular. La conversidon de la lactona (profarmaco) a acido (farmaco)
activo ocurre en el higado. El uso de la forma de lactonas resulta significativo en
cuanto a la absorcion, permitiendo a dichos profarmacos alcanzar el sitio de accion

(el higado) a altas concentraciones.
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Figura 3.3. Mediante la
formacidn del grupo
lactona se mejora la
absorcion de las
estatinas lovastatin y
simvastatin.

Profarmacos
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Profarmacos que mejoran la solubilidad acuosa.

El disefio de profarmacos se ha utilizado para incrementar la solubilidad
acuosa de los farmacos. Una inadecuada solubilidad acuosa es un factor importante
que limita la biodisponibilidad, de acuerdo a que su administracion sea parenteral,
intramuscular, percutanea u oral. Estos son particularmente Utiles para farmacos
que deben administrarse intravenosamente ya que se deben utilizar altas
concentraciones del farmaco en volumenes pequefios. En tales casos, disefiar un
profarmaco puede ser una buena estrategia para mejorar tanto en el aspecto
farmacodinamico como farmacocinético. Se pueden usar u optar por grupos
moduladores cargados como grupos moduladores neutros. En el primer caso
tenemos los ésteres de fosfatos, hemisuccinatos. Por ejemplo el éster succinato del
Cloranfenicol (figura 3.4) incrementa la solubilidad en agua del cloranfenicol gracias
a que posee un acido carboxilico extra. Es muy importante notar que la hidrdlisis
del éster produce acido succinico el cual estd presente naturalmente en el

organismo.

85



Capitulo 3

Cl

ZT

Q==

O,N

Cl

Figura 3.4. Profarmacos del Cloranfenicol

Los profarmacos disenados para incrementar la solubilidad en agua se han utilizado

para la prevencién del dolor asociado con algunos inyectables, causado por la baja

solubilidad del farmaco en el sitio de la inyeccion.

Es asi

agente

antibacteriano clindamicin es muy doloroso cuando es inyectado, pero utilizando un

éster fosfato (figura 3.5) como profarmaco, mejora su solubilidad y disminuye el

dolor.

H3CH,CH,C |
N H
Cl H
\B
H C‘\
Nl C
H I H
OH o
OH H
Fosfato de Clindamicina
H

Figura 3.5 Profarmaco de Clindamicina, el grupo fosfato aumenta la solubilidad en

el sitio de inyeccion disminuyendo el dolor.
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En el segundo caso, cuando se utilizan grupos moduladores neutros para
aumentar la solubilidad del farmaco en agua, podemos nombrar los dioles, los
polioles y los polimeros como los polietilenglicoles (PEG). Un ejemplo en la mejora
de la solubilidad acuosa con grupos neutros, se observa en los profarmacos de

|,10

Paclitaxe un anticancerigeno, esterificado con el PEG (figura 3.6).

Paclitaxel PEG-Paclitaxel

Figura 3.6. Farmaco Paclitaxel y su profarmaco PEG-Paclitaxel mejorando la
solubilidad acuosa.

El éster formado PEG-paclitaxel es mucho mas soluble que el propio paclitaxel
siendo una mejora para la administracion intravenosa. En la Tabla 3.2 se puede
observar que la solubilidad varia segln el peso molecular del PEG que forma el
éster. Estos profarmacos formados son hidrolizados enzimaticamente liberando el

farmaco de partida.

Producto Solubilidad (pmol/ml) Relacién (*)
2" (paclitaxel)-PEG 5000 113,80 3924

2" (paclitaxel)-PEG 20000 9,59 330

2" (paclitaxel)-PEG 40000 3,06 105
paclitaxel 0,03

Tabla 3.2. Solubilidad de Paclitaxel y sus profarmacos en agua.
(*) Relacion de solubilidades entre profarmaco y paclitaxel.
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Profarmacos que mejoran Ila absorcion intestinal mediada por

transportadores

Uno de los profarmacos mas exitosos en este grupo es el Enalapril (figura
3.7). El Enalapril es un profarmaco del Enalaprilat, farmaco antihipertensivo, de la
clase de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) diacidicos en
donde una de las funciones acidicas esta enmascarada mediante una esterificacién.
El éxito logrado puede observarse en la mejora en la absorcidon intestinal del
Enalaprilat que es del orden de un 3 % mientras su profarmaco, el enalapril, la

absorcion llega al 20 %.

Iz

o
N N
N
H
o)

COOH o COOH

Figura 3.7. Profarmaco del Enalaprilat. Esterificando una funciéon acido aprovecha
los transportadores intestinales.

Este aumento de la absorciéon del Enalapril'!, se debe, ademéas del aumento de
lipofilia por formacién del éster, a que es un sustrato facilmente captado por los
transportadores intestinales.

Los farmacos antivirales, analogos de nucledsidos, utilizados para el
tratamiento de infecciones virales como el SIDA, presentan baja absorcién por via
oral. Como ejemplo de profarmacos en esta familia de compuestos, orientados a
aumentar la absorcidn intestinal, tenemos el aciclovir, para el cual se desarrollo el
profarmaco Valaciclovir (figura 3.8) El cambio estructural consistié en generar una
funcion éster con valina, lo que le incremento significativamente su solubilidad en
agua, y aumento su biodisponibilidad oral hasta cinco veces mas, respecto al
aciclovir.'?

Con el mismo proposito se desarrollo el profdrmaco de la zidovudina (AZT),
utilizando el mismo aminoacido, la L-valina, obteniéndose el éster L-Val-AZT (figura
3.8).
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Figura 3.8. Profarmacos de Antivirales esterificados con aminodcidos para aumentar
la absorcidn intestinal.

Estudios in vivo en rata han demostrado que el aumento en la absorcion intestinal
se debe al co-transporte H*/dipéptido mediado por el transportador de péptidos 1
(PEPT1). Este transporte parece ser estereoselectivo para el aminoacido L-valina.®
Estos casos demuestran que cuando se pretende aumentar la absorcidn intestinal,
recurriendo al uso de transportadores PEPT1, el uso de aminoacidos unidos a

farmacos nucleosidicos, ha dado excelentes resultados en la terapia oral antivirica.

Profarmacos que prolongan la actividad del farmaco en el organismo.

Los farmacos presentan una limitacion relacionada con su tiempo de vida
medio. Un recurso valido en el disefio de profarmacos es disefiarlos buscando que
exista una liberacidon prolongada del farmaco activo, con el objeto de lograr una
dosis sostenida en el tiempo. En estos casos lo que se busca es una modificacion
estructural para controlar la biotransformacién y de esa manera proteger y/o
regular su rapida metabolizacién. Como ejemplo de este tipo de profarmacos, es el
caso del farmaco 6-mercaptopurina, un inmunosupresor Util en la proteccién de los
injertos del donante y cuya funcidn es suprimir la respuesta inmune del organismo.
Presenta el inconveniente de ser eliminado del organismo muy rapidamente.
Teniendo en cuenta este problema, se desarrollo el profarmaco Azatioprina (figura

3.9) el cual se convierte lentamente en 6-mercaptopurina.
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Debido a que la conversién del grupo tio-éter es quimica, esta puede ser regulada,

por la electronegatividad del grupo unido al heterociclo.'*

/ i

CH3
< ) transformacién quimica )

H Azatioprina H 6-Mercaptopurina

Figura 3.9. Azatioprina actua como profarmaco de 6-mercaptopurina.

Otro desarrollo orientado a mantener la concentracién de un farmaco durante
largos periodos es asociarlo deliberadamente a un grupo muy lipofilico. Esto
significa que la mayor proporcion del farmaco se almacena en tejido adiposo, vy si el
grupo lipofilico es removido lentamente, el farmaco es liberado constantemente a la
circulacion sanguinea por un largo periodo de tiempo. El agente antimalarico
pamoato de cicloguanil es uno de estos desarrollos de profarmacos (figura 3.10). La

parte activa se une iénicamente a un anién con un grupo lipofilico grande.

COO@

@ Cl

NH,

OH )\
CH, ZN

N
)\ )<CH3
a N N

C00gy  Pamoato de cicloguanilo

gk

Figura 3.10. Pamoato de cicloguanilo, profarmaco iénico o salino.

El bambuterol (figura 3.11), es un profarmaco de un broncodilatador, la terbutalina.
Los grupos fendlicos son funcionalizados como carbamatos. Este profdrmaco es
hidrolizado por colinesterasas no especificas. Con esta modificacién de los grupos

fendlicos se logra una metabolizacidn mas lenta. Esto se vio reflejado en la
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reduccion de la dosis a administrar, se logré que pasara de tres administraciones a

una sola dosis diaria.

. ). : M

OH

Iz
Iz

OH

HO
Terbutalina

Figura 3.11. Profarmacos disefiados para una metabolizacion mas lenta que el
farmaco de partida.

Profarmacos que enmascaran la toxicidad del farmaco y efectos

secundarios.

Los profarmacos pueden ser utilizados para enmascarar los efectos
colaterales y la toxicidad del farmaco. Un clasico ejemplo, el acido salicilico, que es
un buen analgésico, pero causa irritacion gastrica a causa de la acidez del grupo
fendlico presente en la molécula. Este inconveniente fue superado protegiendo el
grupo fendlico por formacién de un éster (figura 3.12). La aspirina o acido
acetilsalicilico fue introducido en 1899, en el organismo es hidrolizada por

estearasas para liberar el farmaco activo.'®

COOH COOH

Acido Salicilico

Figura 3.12. Acido Acetilsalicilico y su profarmaco.
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Profarmacos "'suicidas”

Otro grupo de compuestos, no siempre reconocidos como profarmacos son
las moléculas inhibidoras llamadas “suicidas”. Estos son profarmacos los cuales por
una activaciéon metabdlica, generan especies reactivas, cerca o en el sitio de accion,
y el intermediario reactivo reacciona irreversiblemente con el receptor
inactivandolo. Entre este tipo de compuestos tenemos el caso del Omeprazol y
Lanzoprazol, los cuales son utilizados para el tratamiento de la acidez estomacal,
son profarmacos que se activan en el sitio de accién. El omeprazol es un inhibidor
especifico de la (H*/K*)ATPasa gastrica.'” Bajo condiciones acidas, el omeprazol es
degradado quimicamente a un intermediario reactivo capaz de atrapar un grupo
sulfidrilo en la (H*/K*)ATPasa. Esquema 3.4.

HsC S
NH \N
Conversién quimica / \ ® och
3
> H,CO N \
>_/_ N

OCHs HsC Intermediario
Omeprazol
Enzima
[(H*/K*-ATPase)]
SSR
HsC OCHs
HN
/e
H;CO! N \ R= Enzima [(H*/K*-ATPase)]
— N
H3C

complejo disulfuro

Esquema 3.4. Esquema mostrando la activacion del omeprazol en un intermediario
reactivo capaz de atrapar un grupo sulfhidrilo de la enzima generando un enlace

disulfuro covalente con ésta.

92



Profarmacos

Profarmaco de un Profarmaco

Famciclovir (figura 3.13), es un profarmaco del Penciclovir el cual es a su
vez es un profarmaco. Penciclovir es pobremente absorbido debido a su polaridad.
Famciclovir es menos polar y es mas facilmente absorbido. Luego el Famciclovir es
metabolizado, principalmente en el higado, para formar Penciclovir el cual es
fosforilado en células infectadas con virus. Estas caracteristicas hacen que se

nombre como profarmaco de profarmaco.

N A
N A N
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Figura 3.13. Famciclovir como un profarmaco de Penciclovir.

Estrategias para liberar y localizar farmacos en el cerebro

La barrera hematoencefalica (BHE) es una barrera estructural y funcional
compleja y muy dificil de atravesar si uno desea la localizacion de agentes
terapéuticos en el sistema nervioso central (SNC). Debido a sus propiedades
Unicas, a menudo el pasaje a través de la BHE es el principal factor limitante para
la localizacion de potenciales farmacos del SNC dentro del parénquima cerebral. De
hecho, se estima que mas del 98% de los farmacos de bajo peso molecular vy
practicamente el 100% de los farmacos de alto peso molecular desarrollados para

enfermedades del SNC no cruzan facilmente la BHE.'® Muchos de los compuestos
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farmacologicamente activos tienden a fallar tempranamente en su fase de
desarrollo debido a que estas moléculas carecen de las caracteristicas estructurales
esenciales para el pasaje a través de la BHE. Los profarmacos son considerados
como una de las tecnologias potencialmente Utiles al considerar estrategias para
superar la BHE.

En esta seccibn se describe brevemente la naturaleza de la barrera
hematoencefalica, los distintos tipos de mecanismos de transporte a través de la
BHE cuyo conocimiento puede ser utilizado en las distintas estrategias orientadas a

facilitar el paso de los farmacos a través de ella.

Barrera Hematoencefalica (BHE)

La BHE segrega al SNC de la circulacién sistémica, y su principal funcion
fisiologica es el mantenimiento de la homeostasis en el parénquima cerebral y la
proteccion del cerebro contra sustancias quimicas extrafias a ellas, consideradas
xenobioticas y potencialmente dafinas.

En la actualidad se ha establecido claramente que la barrera hematoencefalica es
una Unica barrera membranosa que separa estrechamente el cerebro de la sangre
circulante. Los capilares del cerebro, asi como la de la medula 6sea, carecen de
pequefos poros que permiten el pasaje en rapidos movimientos de los solutos de
la circulacién hasta los otros érganos.*®

Estos capilares estan envueltos en una capa de células endoteliales especiales que
carecen de ventanas (espacios) intercelulares y estan sellados mediante uniones
muy estrechas por no decir herméticas. Estas células endoteliales, junto con los
otros elementos perivascular, como los astrocitos y pericitos constituyen la barrera

hematoencefalica (Esquema 3.5)

sustancias
lipofilicas

Hneurona

astrocito

wentana o
mtercelular RHTJ-’!_E L
pasaje de sustancias

mediada por sitstondnE

endotelio transportadores — pinocitosis
uniones estrechas lipofilicas ;
de endotelios . pasaje a través
pericito de hendiduras
intercelulares
CAPILAR CEREBRAL CAPILAR GENERAL

Esquema 3.5. Esquema de algunas diferencias que se observan entre capilar

cerebral y capilar general.
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Los capilares cerebrales estan impedidos de realizar pinocitosis, asi como el pasaje
de sustancias a través de las hendiduras y ventanas intercelulares. Esto implicé que
en los primeros estudios se pensara que el pasaje de sustancias en la BHE, se debia
a un intercambio de solutos transcelularmente. Esto implicaba que solamente los
solutos lipofilicos o solubles en lipidos son los que tenian acceso a través de las
membranas del capilar endotelial de la BHE mediante un proceso de difusion
pasiva. Pero los sucesivos avances en los estudios sobre el transporte a través de la
BHE, como es el caso de los nutrientes, agentes neuroactivos y xenobidticos ha
llevado a cambiar este concepto sobre la BHE. Ademas, las células endoteliales
tienen una carga superficial negativa que repele los compuestos cargados
negativamente. Estas células también tienen muchas mitocondrias, enzimas vy
varios sistemas para el transporte activo selectivo de nutrientes y otras sustancias
hacia el interior y el exterior del cerebro.?° Este ya no es visto como una barrera de
membrana estatica de tipo lipoideo de células endoteliales, sino que es considerada
como una interfase dindamica que tiene funciones fisioldgicas para el transporte

transmembranal especifico y selectivo para muchos compuestos.

Tradicionalmente, varios desarrollos en quimica medicinal (por ejemplo, analogos
lipofilicos de farmacos y profarmacos, o interrupcion de la BHE) y fisicos basados en
neurocirugia invasiva (por ejemplo: localizacién intersticial del farmaco), se han
intentado para incrementar la localizacién de agentes terapéuticos en el cerebro. Un
incremento en la informacion y entendimiento de la fisiologia de la BHE ha
permitido desarrollar estrategias racionales quimicas y bioldgicas para la
localizacion de farmacos.

Neurofarmacos novedosos deben poseer caracteristicas fisicoquimicas 6ptimas para
permitir la difusiéon pasiva a través de la BHE por la via transcelular, o poseer las
caracteristicas estructurales necesarias para servir de sustrato a uno de los
sistemas de transporte enddgenos de la BHE.

Por otra parte, nuevos conocimientos de los transportadores enddgenos de la BHE,
pueden ser utilizados en la reformulacién racional de farmacos para utilizar un
transporte activo. Sin embargo es importante reconocer que el grado de
penetracion de la BHE y la concentracion resultante en el SNC son relativos a la
potencia del farmaco. Aunque pueda penetrar dentro del SNC una pequefia
cantidad de farmaco, si este es potente, pequefias concentraciones unidas al

receptor podran lograr el efecto deseado.
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Penetracion de los farmacos a través de la BHE.

Pasaje de sustancias por difusion pasiva.

Para que el medicamento penetre libremente a través del endotelio cerebral,
la hidrofobicidad de la molécula es un requisito importante. Para poder cruzar
facilmente por difusidon pasiva la BHE en cantidades farmacoldgicamente
significativas, un compuesto debe ser relativamente pequefio (tener un peso
molecular menor que 500 Da), ser liposoluble y ser neutro o no poseer carga a pH
fisioldgico, y ser capaz de formar menos de ocho puentes de hidrogeno con agua.?*
Ademas, las predicciones sobre la permeabilidad también incluyen el potencial de la
molécula para adherirse a los iones de hidrégeno. Por lo tanto, la sustitucion de
grupos de union de hidrogeno por grupos que no tienen afinidad por estos iones
aumenta la lipofilicidad de la molécula. Sin embargo, estos dos factores podrian
reducir el tiempo de permanencia en el plasma debido a la rapida eliminacion de las
moléculas altamente lipofilicas y a la mala solubilidad de estas sustancias en los
liguidos corporales.

Con un incremento en la lipofilicidad, por ejemplo a través de profarmacos
formados por ésteres, se podria predecir un incremento en el acceso al SNC debido
a la naturaleza mas lipofilica de los profarmacos. De hecho, uno puede lograr
generalmente un mejor acceso al SNC a través de estos derivados lipofilicos. Sin
embargo, este acercamiento altamente unidimensional no lleva generalmente a
resultados terapéuticos mas factibles. Solamente hay un nUmero limitado de
ejemplos que mejoraron la terapia en el SNC a través de la lipidizacién de las
moléculas polares. El ejemplo mas conocido y adecuado desde el punto de vista
tecnoldgico, es la forma diacetilada de la morfina, la heroina.?? La heroina, siendo
mas lipofilica, atraviesa la BHE alrededor de 100 veces mas que la morfina (figura
3.14).

HO, AcO

\\\““

AcO
Morfina Heroina

Figura 3.14. Morfina y su profarmaco diacetilado.
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Sistema Quimico de Liberacion Especifica.

El Sistema Quimico de Liberacién Especifica (SQLE) es un exitoso desarrollo
de profarmacos que utiliza el incremento de lipofilicidad y también requiere pasos
secuenciales de bioactivacién para la conversion en el farmaco activo y dejar el
intermediario “atrapado” en el cerebro. El término SQLE fue originalmente acufiado

por Bodor y colaboradores?32°

para distinguir este sistema de los profarmacos que
tipicamente requieren sdlo un Unico paso de activacion. Sin embargo, hoy en dia,
muchos otros profarmacos son activados en multiples pasos.

Los SQLE representan un disefio racional de farmacos sofisticados en el que se
promueve un metabolismo secuencial. Ademas, no solamente localiza el farmaco en
el lugar de accidn, sino que se lo disefia con la intencion de que se metabolice en
un lugar determinado. Los SQLE son derivados quimicos inactivos de un farmaco,
obtenidos a partir de uno o mas pasos de modificaciones quimicas. La funcién de
estas nuevas porciones unidas al farmaco es proveer el sitio especifico o aumentar
la liberacion de dicho farmaco en el lugar de accién a través de transformaciones

enzimaticas o quimicas en varios pasos.

laboratorio
F T; Ml................. Mn sangre

(activo) modificaciones quimicas S Q L

v

(activo)

conversiones enzimaticas
cerebro

Esquema 3.6 Disefio del SQLE en el laboratorio a partir de F (farmaco activo). Al
administrar el SQLE, éste se localiza en el sitio de accién (cerebro) y mediante
conversiones enzimdaticas sufre distintas modificaciones, por ejemplo SQLE* hasta
liberar el F.

Entre ellos el sistema mas estudiado es la estrategia basada sobre el sistema 1,4-
dihidrotrigonelina « trigonelina (donde la forma lipofilica 1,4-dihidro (T) es
convertido in vivo a la forma cuaternaria hidrofilica (T")) (Esquema 3.7) ha
demostrado ser el mas util. Esta conversion tiene lugar facilmente en todas partes
del cuerpo porque este estd muy estrechamente relacionada a un ubicuo sistema
de coenzima NAD(P)H « NAD(P)* asociadas con numerosas oxidoreductasas y

respiracion celular. Debido a que la oxidacion ocurre con una transferencia directa
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de un hidruro sin generar intermediarios radicales altamente activas o reactivas,
este proporciona un sistema que dirige el farmaco al sitio de accién no tdxico.?® El
complejo T-F (farmaco unido a la trigonelina) sintetizado, al ser administrado pasa
la BHE por difusién pasiva y por las enzimas presentes en el cerebro pasa a la
especie oxidada T'-F, éste al estar cargado, invierte la polaridad y no puede
atravesar la BHE. Por lo tanto, va liberando el farmaco (F) de forma especifica en el
cerebro a medida que actuan las enzimas presentes en el mismo. Ademas, ya que
el ién piridinio es rapidamente eliminado del cerebro, quizas por un mecanismo de
transporte que elimina pequefios iones organicos,?” la porcién T+ formada durante
la liberacién final del farmaco activo F de la forma cargada T'-F, no se acumula
dentro del cerebro. Ademas, cabe aclarar que el complejo que se oxida en la
periferia es facilmente eliminado del organismo debido a la adquisicién de la carga,
la cual aumenta mucho la solubilidad en el medio acuoso facilitando la eliminacion.
Con esto podemos deducir que con este tipo de disefio de profarmacos no
solamente se logra localizar el farmaco en el cerebro, sino que también sea

preferencial en el lugar.

CIRCULACION
SISTEMICA CEREBRO
(0] (0]
Difusion Pasiva rapida
‘ ‘ FARMACO E ‘ ‘ FARMACO
N N
| T |
CHs CHj
OXIDACION OXIDACION
NADH —> NAD* NADH —> NAD*
(0] (0]
B
, A FARMACO
ELIMINACION FARMACO
< H
Intermediario atrapado
N N en el cerebro
® |@
T E
CHs CHg 5
HIDROLISIS HIDROLISIS
ESTEARASAS ESTEARASAS
(e} (0]
Difusidn Pagsiva o
2 ok . ~
ELIMINACION ‘ ‘ + FARMAC® > ‘ ‘ + FARMACO
| < |
N . N
Con poco o sin
|® efecto en el SNC. |® EFECTO
CH, CHy TERAPEUTICO

Esquema 3.7. Esquema del Sistema Quimico de Liberacion Especifica.
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Los SQLE han sido explorados con una amplia variedad de compuestos conteniendo
grupos amino o hidroxilos, y se ha logrado un incremento considerable de la
concentracion de farmacos en el cerebro, por ejemplo, para zidovudina (AZT)%,
ganciclovir®®, y estradiol®’. Estan siendo desarrollados métodos alternativos para
generar intermediarios que queden “atrapados” en el cerebro. Por ejemplo,
profarmacos localizadores en el SNC utilizando grupos fosfatos, fosfonatos, vy
fosfinatos son intermediarios anionicos atrapados estan siendo estudiados en fase

preclinica con diferentes grados de éxito>!.

Pasaje de sustancias mediado por transportadores presentes en la
BHE.

La combinacion de las uniones estrechas de los endotelios en los capilares
cerebrales, con un atenuado transcitosis, condiciona a las sustancias que deben

pasar la BHE ya sea por: difusion pasiva o el pasaje mediado por transportadores

(Esquema 3.8).

wtones estrechas
El pasaje mediado por del endoteho

los transportadores requiere

pasaje mediade
por transportadores

4—{}&% e £

P-glicoproteina

“ }
o/

 transporte pasivo

que el sistema de transporte | (‘srebhro

, Sangre
esté presente tanto en la P

¢y sohato

. s

receptor
v

primario de las enzimas (ﬁm‘ e
- :\Q‘i’ mitocondng
) @&

transportadoras es regular y

membrana luminal como en el
abluminal para un eficiente

pasaje de sustancias. El rol antioiebn

¥
suministrar al cerebro de los (]
. . transcitosis [
nutrientes esenciales y de los p4
electrolitos. transcitosis mediado

por receptoras

Esquema 3.8. Distintos tipos de mecanismos de transporte

presentes en la BHE
En la BHE se han encontrado los siguientes sistemas de transporte de

32,33:
* Glucosa y monosacaridos estructuralmente relacionados.

* Electrolitos.

* Aminoacidos

*Acidos monocarboxilicos.

* Péptidos.

* Vitaminas y

*Nucledsidos.
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Uno de los objetivos en el disefio de profarmacos para localizar farmacos en el SNC
es aprovechar la presencia y selectividad de los distintos transportadores
mencionados. También existe otro tipo de transportadores que participan en la
eliminacién de sustancias desde el SNC. Asi, la funcidn de la glicoproteina-P puede
funcionar como una bomba de aflujo para los compuestos desde el cerebro3*y por
consiguiente contribuir a las células endoteliales como otra barrera que protege al

cerebro pero en este caso por una eliminacion eficiente o incrementada.

Sistema de transporte de Aminoacidos.

Otra forma de solucionar el problema de la permeabilidad de membrana es
disefiar un profarmaco que pueda tomar ventaja de los transportadores de
proteinas que se encuentran en la membrana celular, como por ejemplo los
transportadores responsables de ingresar los aminoacidos dentro de la célula. El
LAT1 (Large neutral amino acid transporter) es un sistema de transporte expresado
en la membrana luminal y abluminal de las células de los capilares endoteliales, y
trasporta eficientemente L-aminoacidos neutros dentro del cerebro. EI mejor

ejemplo de profarmacos que utiliza el LAT1 es la Levodopa (figura 3.15).

HO. 22 Ha
HO C COOH
\CHz N ” I
“uy, Porcién aminodacido
[
NH, HN

HO e

Dopamina Levodopa

Figura3.15. Dopamina y su derivado aminoacido Levodopa.

Levodopa es un precursor metabdlico del neurotransmisor dopamina utilizado para
el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, enfermedad debida principalmente a
la deficiencia de este neurotransmisor, por mas de 30 afios. La Dopamina no puede
ser utilizada por si misma ya que es demasiado polar para atravesar la barrera
hematoencefalica. La Levodopa es alin mas polar y parece ser un profarmaco inutil.
Sin embargo la levodopa es un aminoacido y por lo tanto es reconocido por las
proteinas transportadoras de aminoacidos y es transportada a través de la

membrana celular (Esquema 3.9).
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TORRENTE CELULAS DEL
SANGUINEO CEREBRO
H, COOH —»D ‘ ( _>i H, COOH
LEVODOPA \ / l ENZIMA
H,

BARRERA HEMATOENCEFALICA DOPAMINA

Esquema 3.9. Transporte de Levodopa a través de la barrera hematoencefalica.

Una vez que cruzo la membrana celular, la enzima descarboxilasa remueve el grupo
acido y genera la dopamina. El profarmaco levodopa permite producir en el sistema

nervioso central cantidades adecuadas de dopamina®®.

Sistema de transporte de hexosas.

Debido a un dinamico transporte de nutrientes esenciales hacia el cerebro y la
salida de metabolitos de desecho desde éste, en muchos casos, estos procesos
estan mediados por un numero de transportadores especificos que requiere un
gasto energético. Esta demanda de la energia en el cerebro estd provista casi
exclusivamente por la glucosa, la cual es transportada a través de un transportador
de glucosa llamado GLUT1 (glucose transporter-1). Estos se encuentran en la
membrana luminal de las células endoteliales de los capilares del cerebro, estos
transportadores toman y transportan desde el plasma la D-glucosa y la manosa,
pero no la L-glucosa®. Se estima que el consumo de la glucosa en el cerebro abarca
aproximadamente el 30% del consumo total en el cuerpo. Esto esta reflejado en
gue la velocidad de transporte en el proceso de captacion en la BHE de los
transportadores de hexosas. Este transporte es de 15 a 3000 veces mayor con
respecto a otros transportadores, tales como transportadores de &acidos

monocarboxilicos, aminoacidos neutros, etc.
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Algunos compuestos como el L-serinil-B-D-glucésido unidos a la encefalina
(Figura 3.16) han demostrado que son transportados a través de la BHE y produce
un efecto prolongado de la analgesia después de la administracion intraperitoneal
en ratones®’. Siendo el GLUT1 responsable de transportar estos profarmacos de
glucopéptidos hacia el SNC. Estos resultados hacen posible que uno pueda disefiar
profarmacos que utilicen dichos transportadores de glucosa, usando glucosilaciones
para transportar sustancias con actividad en el SNC, pero que presentan

dificultades para atravesar la BHE.

S—sS o

NH2-Tyr-D-Cys-GIy-Phe-D-CyL-Ser-GIy—(U—NH2

D-Glucésido-B-(1—-0

Figura 3.16. Compuestos que atraviesan la BHE utilizando el sistema de
transportadores de hexosas.

Profarmacos de farmacos anticonvulsivos

En esta seccion se tratard de describir algunos ejemplos del disefio de
profarmacos aplicados tanto a farmacos anticonvulsivos, como asi también, a la
formacion de profarmacos a partir de sustancias que poseen actividad
anticonvulsivante in vitro pero que tienen un pobre acceso al cerebro cuando son
administrados sistémicamente in vivo por su caracter hidrofilico como es el acido

nipecético.

Profarmacos de Fenitoina.

La fenitoina es un antiepiléptico que es utilizado ampliamente en clinica a
pesar de que fue descubierto hace mas de 6 décadas. Como se menciona en el
Capitulo 2, uno de los profarmacos de uso en clinica de la fenitoina es la
fosfofenitoina que logra tener una mayor biodisponibilidad por via intramuscular o
intravenosa. Sin embargo, debido a su baja solubilidad tanto en el agua como en
lipidos, la fenitoina muestra una erratica biodisponibilidad cuando es administrado
oralmente. Se han disefiado profarmacos de la fenitoina a través de las distintas

estrategias mencionadas anteriormente para mejorar tanto la biodisponibilidad
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como la localizacion en el cerebro.

Uno de ellos es el derivado de la - O

dihidropiridina de 3-(hidroximetil)- /\

fenitoina en el cual se aplico el N = | |
disefio del SQLE?® (figura 3.16).
Otras estrategias aplicadas a la 0 |
obtenciéon de mayor disponibilidad CH,
de la fenitoina se han obtenido por Figura 3.16. Sistema SQLE aplicado a Fenitoina

coadministracion de lipidos o por profarmacos a través de la formacién de un éster
fosfato disédico y de varios grupos amino conteniendo ésteres acilos de 3-
(hidroximetil)-fenitoina. En un intento para mejorar la biodisponibilidad oral de la
fenitoina, se han preparado distintos derivados fenitoina-lipido conjugados®®
uniendo la 3-(hidroximetil)-fenitoina (figura 3.17) mediante el uso de un grupo
espaciador como el acido succinico con diacilglicéridos en posicion 2 (1) y en
posiciéon 1 (2), también se prepard un derivado similar al 1 pero cambiando el
grupo espaciador, el acido succinico por el acido butirico (3) y un profarmaco sin un
grupo espaciador ya que el glicerol es reemplazado por el acido 3-hidroxi-2-

hidroximetil-propidnico el cual permite la formacién directa de un éster (4).

» )
}O JI\/YOVN j(NH RO}O /\/Z\L(OVNT
% g
{OJ\/\’(O\/NY " Ro}ll_o\/’“\[( .

30 o} 4 O

Q)

R= CHs(CH,),,C(0)-

Figura 3.17. Estructuras de los distintos profdrmacos de la fenitoina para mejorar la
biodisponibilidad oral. Se han preparado mediante el uso de grupos espaciadores
(1, 2, 3) o sin ello (4). El diacilglicérido esta formado por dimiristoil-glicerol con el
grupo hidroxilo libre en posicion 2 excepto para la formacion del profarmaco 2 que

tiene el hidroxilo libre en la posicion 1.
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Profarmacos de Carbamazepina

Como se introdujo en el Capitulo 2 la Oxcarbazepina y el Acetato de
Eslicarbazepina son profarmacos de la Carbamazepina, uno de los FAEs de primera
eleccion para el tratamiento de las convulsiones parciales y tonico-clonicas. El
desarrollo de estos profarmacos ha permitido disminuir y en algunos casos eliminar
los efectos adversos tales como nauseas, cefaleas, vértigos, diplopia y erupciones,
gue son atribuidos en parte a la formacion de un metabolito toxico, el 10,11-
epoxido de la CBZ. Eslizarbazepina comparte con la CBZ y la OXC los nucleos
dibenzapinas llevando el sustituyente 5-carboxamida, pero son diferentes
estructuralmente en las posiciones 10 y 11. Estos compuestos mantienen la alta
capacidad anticonvulsivante, previniendo la formacion de epoxidos (metabolitos
toxicos) y evitando la produccion innecesaria de enantiomeros o diastereoisdmeros

de metabolitos y de sus conjugados (figura 3.18).

Ii —>|2

o NH, (o) NH,
Carbamazepina 10,11-epodxido de la CBZ
>—o :
o
HO
N
N \ / )\
)\ o NH,
o] NH,
N Oxcarbazepina
(S)-Acetato de Eslicarbazepina )\
o NH,

(S)-Licarbazepina

Figura 3.18. Profarmacos de carbamazepina y su metabolito activo (S)-
Licarbazepina.
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Profarmacos del Acido Nipecético

El acido nipecético es uno de los inhibidores mas potentes in vitro de la
recaptacién neuronal del acido y-amino butirico (GABA) como en las células gliales.
Por tal efecto podria ser Gtil en el tratamiento de los desordenes tanto para la
enfermedad de Parkinson como para el tratamiento de la epilepsia.
Desafortunadamente, el acido nipecético es un compuesto altamente polar lo cual
hace que la penetracion a través de la BHE sea muy pobre. En el intento de
localizar el &cido nipecético en el cerebro se han preparado profarmacos* por
formacion de ésteres utilizando nutrientes esenciales, tales como la glucosa,
galactosa o la tirosina (figura 3.19) con la idea de aprovechar el mecanismo de

transporte activo presente en el cerebro para estos nutrientes.

o}
J\ O
OH

N O,
H

N HO

H HO

OH

Acido Nipecético

Acido Nipecético esterificado con glucosa

OAK@A

Acido Nipecético esterificado con L-tirosina

Figura 3.19. Profarmacos del Acido Nipecético

Profarmacos de Acido Valproico

Una de las formas de evitar los efectos toxicos que derivan del uso del Acido
Valproico (VPA) podria ser la disminucion de la dosis administrada por medio de la
localizacidon del VPA en el cerebro mediante el disefio de profarmacos. El disefo y la
preparacion de profarmacos de VPA han tomado impulso desde los comienzos de la
década de los noventa. Debido al grupo funcional presente en el VPA, los mayores
esfuerzos se han enfocado o limitado en |la preparacion de amidas y ésteres de VPA.
Muchos de ellos realmente llegaron a liberar el VPA en el organismo actuando como

un verdadero profarmaco de VPA. Otros en cambio presentaron actividad
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anticonvulsivante pero sin atribuir dicho efecto al VPA dando a suponer que se
trataria de una sustancia antiepiléptica original.
Se ejemplifican algunos profarmacos del VPA y si bien aun no estan en la fase de
comercializacién, muchos de ellos se encuentran en etapa de ensayos clinicos.

Se disefiaron varios profarmacos mediante la formacion de monoésteres del
VPA (figura 3.20). Un estudio de tres de ellos, valproato de etilo (Etil- VPA),
valproato de tricloroetilo (Tricloroetil-VPA) y valproato de valproilo (Valproil-VPA)*
reveld que estos compuestos sufren una rapida y completa conversion en VPA
después de la administracidn i.v. en perros. Pero la administracion por via oral del
valproil-VPA presentd una biodisponibilidad parcial. Segun los autores, estos
profarmacos no presentaron actividad anticonvulsivante en ratones quizas debido a
una rapida bioconversion en VPA no rindiendo un perfil de liberacion sostenida del
VPA en el plasma.
En otro estudio donde analizan cinco profdrmacos de VPA** por formacién de
ésteres con alcoholes alifaticos (figura 3.20) los cuales son: valproato de n-propilo
(Propil-VPA), valproato de n-butilo (Butil-VPA), valproato de isobutilo (Isobutil-
VPA), valproato de isoamilo (Isoamil-VPA) y el valproato de n-hexilo (Hexil-VPA), se
encontraron que sufrian biotransformaciones completas los compuestos Propil-VPA,
Butil-VPA y Hexil-VPA y biotransformaciones parciales los restantes en perros por la
administracién i.v. De los cinco ésteres solamente el Propil-VPA demostrd actividad

anticonvulsivante.

cl
Cl
/\OIO/\\/ /\oio/\ Cl /ﬁ:\
Etil-VPA Tricloroetil-VPA Valproil-VPA
/\OIO;\/\ /\ij\o/\i\/ /\cjv\o:\)\
Propil-VPA Butil-VPA Isobutil-VPA
/\(j\io/v\\( ) o\/\/\/
Isoamil-VPA Hexil-VPA

Figura 3.20. Monoésteres preparados a partir de VPA y alcoholes alifaticos.
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Profarmacos disefiados para liberar lentamente VPA en la circulaciéon general
tratando de lograr un aumento en la vida media del VPA son los ésteres de
azUcares (glucosa y xilitol) preparados por Armand y col.** (Figura 3.21). Estos
compuestos han demostrado poseer propiedades antiepilépticas propias,
independientemente de la liberacidn del VPA. Asimismo, relacionan que el efecto de
dichos ésteres del azlcar estd relacionado a su liposolubilidad (a mayor valor de
ésta mayor actividad). Asi, el valproato de glucosa que es hidrosoluble es menos
potente con respecto al valproato de dimetilidenxilitol. Se encontraron resultados
similares con los ésteres de VPA preparados con el manitol y con el di-O-
isopropilidenmanitol los cuales mostraron efectos anticonvulsivantes no atribuibles
al VPA ni al manitol haciendo suponer que estos derivados no actlan como
profarmacos del VPA sino que se trataria de una sustancia antiepiléptica original.
Un estudio posterior sobre los compuestos relacionados a dichos ésteres** ha
revelado que la variacion en la posicion del puente isopropilideno afecta la

propiedad antiepiléptica.

OH
/o
(o]
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° OH = (@]
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O Valproato de Glucosa o)
Valproato de dimetilenxilitol

o] OH OH o)

1-0-Valproil-D-manitol
3,4:5,6-di-O-isopropiliden-1-O-Valproil-D-manitol

Figura 3.21. Profarmacos del VPA utilizando un azucar o derivados.

El DP-VPA (SPD421) es un novedoso farmaco anticonvulsivo conteniendo
Acido valproico unido covalentemente a un fosfolipido, (Figura 3.22) que se
encuentra en desarrollo para el tratamiento de las convulsiones parciales y
generalizadas. Se disefio el DP-VPA para que pueda penetrar en el SNC, donde
luego, mediante la accion de la enzima fosfolipasa A, (PLA2), libera VPA en el sitio

de la convulsion. Existen estudios que demuestran que la actividad de las enzimas
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fosfolipasas esta incrementada en neuronas asociadas con actividad epileptiforme
antes de una convulsion. Se anticipa que el incremento en la lipofilicidad del DP-
VPA, comparada con el VPA, facilitarda su pasaje a través de la barrera
hematoencefalica y proveera de una fuente de VPA para que sea localizado en el
momento de la descarga epileptiforme. Esta localizacién puntual, regulada por la
demanda permitira un efectivo control de las convulsiones con baja exposicion

sistémica al VPA, de forma tal que reduzca el riesgo de efectos adversos*.

(0]

O_C_Cl7H35

(|)|
F|’ 9 (CH3),N*(CHg)5
(@]

DP-VPA (SPD421)

Figura 3.22. Profarmaco del VPA y fosfolipido que se libera en un sitio especifico.

Nueva tecnologia en el disefio de Profarmacos: Terapias de profarmacos

dirigidos por genes y anticuerpos.

Paul Ehrlich, Premio Nobel de 1908, acufio el término “bala magica” para
describir farmacos o terapias que selectivamente actlen en su sitio de accion con la
minima exposicion para el resto del organismo. El fue uno de los primeros en hablar
acerca de un “receptor” en términos moleculares. Ademas, el también estudié el rol
del metabolismo de farmacos en la activacion de los mismos, en su gran trabajo
sobre arsenicales. Efectivamente, el concepto de Ehrlich de bala magica y su
trabajo, fueron los precursores lo que hoy en dia es la Terapia de Profarmacos
anticuerpo-enzima dirigida (ADEPT), Terapia de Profarmacos gen-enzima dirigida
(GDEPT) y profarmacos en general.

La mayor parte de las enzimas endodgenas tienen una generalizada
distribucion, la cual disminuye las posibilidades para una activacion selectiva v,
consecuentemente los blancos para el potencial uso de profarmacos en el SNC. La
activacion de profarmacos mas selectiva en tejidos blancos puede ser alcanzada por
enzimas exodgenas que bioconvierten al profarmaco y son localizadas a través de
anticuerpos monoclonales, o generadas desde genes que codifican una enzima
exdgena. Estos desarrollos son los que se refieren a ADEPT y GDEPT, y son también

conocidos como “terapia de genes suicida”, debido a que estas enzimas no son
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regeneradas para un uso futuro (Esquema 3.10). Ambas son estrategias muy Uutiles
para dirigir los profarmacos hacia determinados blancos, especialmente hacia varios
tipos de tumores*®.

Es posible dirigir los farmacos a células especificas a través de sus
especificos ligandos de superficie utilizando la terapia de profarmacos enzima
dirigida por anticuerpo (ADEPT). Este desarrollo estd siendo utilizado
extensivamente para dirigir farmacos a células tumorales empleando una enzima
que no estd presente normalmente en el fluido extracelular o en la membrana
celular, conjugada con un anticuerpo tumoral el cual la localiza en el tumor a través
de la interaccion del anticuerpo con un antigeno. Primeramente se administra el
anticuerpo conjugado con la enzima, luego se eliminan de la circulacidon sistémica
los anticuerpos conjugados que no se han unido, para después administrar el
profarmaco, el cual es especificamente activado por la enzima conjugada. La unién
enzima anticuerpo conjugado asegura que el profarmaco es convertido en el
farmaco citotdxico sélo en el sitio del tumor de forma tal que se reduce la toxicidad
sistémica. Un ejemplo de este desarrollo es la utilizacidon de la enzima citosina
deaminasa para generar 5-fluorouracil desde el profarmaco 5-fluorocitosina, se
incrementa 17 veces la localizacion del farmaco en el sitio del tumor en
comparacion a la administracion del 5-fluorouracil solo.

El desarrollo de la GDEPT ha sido permitido gracias a la biologia molecular
que ha desarrollado la habilidad de transfectar células con genes suicidas. Estos
genes suicidas codifican enzimas no humanas las cuales son utilizadas para
convertir los profarmacos en agentes citotoxicos. Las células son genéticamente
modificadas para codificar genes especificos que se activan con la administracion de
un profarmaco apropiado. Tipicos genes suicidas incluyen la enzima timidin quinasa

del herpes simple o la citosina deaminasa de la Escherichia coli.

Transcripcion
especifica en el Gen codificando

\ codificando el
A’ﬁférmaco

Transdugcion

PROFARMACO  FARMACO
(citotdxico)

_’\ Gen exdgeno que se expresa
Antigeno especificamente en el tumor
)7 Activacion del profarmaco a
través de la enzima
Enzima )/_’—\
Anticuerpo FARMACO PROFARMAC PROFARMACO
(citotoxico)
ADEPT GDEPT

CELULA TUMORAL

Esquema 3.10. Esquema de ADEPT y GDEPT en un sitio de activacion especifico.
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Conclusiones

El Mercado mundial para la prescripcion de farmacos neuroterapelticos se
expandird al menos en dos digitos durante los proximos afnos para sobrepasar la
marca de 28 mil millones de euros del afio 2009. Esto se debe a los recientes
avances en biotecnologia y en las ciencias farmacéuticas, los cuales han ampliado
enormemente el nimero de farmacos que estan en desarrollo para el tratamiento
de los desérdenes del sistema nervioso central (SNC)*®.

La barrera hematoencefdlica presenta una barrera estructural y funcional
importante para los farmacos que tienen blancos farmacoldgicos dentro del cerebro.
Es por ello que una opcion potencial para mejorar la llegada del farmaco al SNC
estad en la utilizacién de la tecnologia de los profarmacos, los cuales ya se han
convertido en una parte integral de los procesos del disefio y de la localizacidon el
farmaco.

Por otra parte, se ha estimado que entre el 5-6% de todas los farmacos
comercializados en todo el mundo son profarmacos.

Sin embargo existe una fuerte creencia que justifica la idea de que los profarmacos
tienen el gran potencial para la localizacién de los farmacos en el SNC. Un mejor
entendimiento de la biologia molecular proporcionara ciertamente mas claridad en
los mecanismos de enzimas y de transportadores enddgenos que existen en la BHE.
Asimismo, un mejor entendimiento de la naturaleza multidimensional del disefio de
profarmacos, cuando localizamos profarmacos dentro del SNC, es de crucial

importancia para desarrollar profarmacos del SNC.
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Acido Valproico y Myo-inositol






Introduccion

En coincidencia a lo expuesto en el Capitulo 2, donde se expuso las serias
limitaciones que presentan los farmacos anticonvulsivos actualmente en uso en
clinica, tales como problemas de toxicidad, perdida de vocabulario, induccion al
suicidio, farmacorresistencia, etc., se observa la realidad de proponer compuestos
orientados a una mejora de la actividad y seguridad de los mismos. Una alternativa
valida, como integrante de un pais subdesarrollado, es la de abordar desde el
ambiente académico, el tema de profarmacos. No solo por la tendencia mundial a
hacer uso de ese recurso cuando un compuesto presenta un buen perfil
farmacologico pero posee alguna de las caracteristicas enunciadas en el Capitulo 3,
sino, por las caracteristicas socio-econdmicas de nuestra region. Nuestros paises no
cuentan con los recursos economicos y desarrollos tecnoldgicos que permitan hacer
un desarrollo completo de un nuevo farmaco. Motivo por el cual se aborda el tema
de desarrollo de profarmacos. Enunciado este marco de trabajo, lo que se propuso
para el desarrollo de un profarmaco anticonvulsivo, fue considerar como estructura
anticonvulsiva, sobre la cual trabajar, al Acido Valproico. Por otro lado, en la
blsqueda de un transportador eficaz, no toxico sobre el cual se pudiera asociar el
Acido Valproico, se tuvo en cuenta para ello la experiencia sobre esta tematica que
existe en la Catedra de Quimica Medicinal, especialmente por la patente sobre
farmacos (US 7763650, Julio 2010) realizada por dicho grupo, siendo la primera
aprobada en los mas de 100 afios de existencia de la Carrera de Farmacia de la
UNLP. Esta circunstancia, incluido lo que se presentard mas adelante, motivd a que
se optara por usar el myo-inositol como transportador.

Estos requerimientos enunciados anteriormente, seran expuestos mas

extensamente en el presente capitulo.
Eleccion del farmaco: Acido Valproico (VPA)

El Acido Valproico (VPA) es un anticonvulsivante Unico. Su simple estructura
de acido graso ramificado difiere marcadamente
de las estructuras de anillos heterociclicas
comunes de los otros anticonvulsivos. A pesar
de numerosos estudios, el fundamento de su
actividad continGia aun hoy desconocido.

Burton fue el primero en sintetizar este acido en

1882. No se conocia su uso en clinica hasta que

su actividad anticonvulsiva fue descubierta
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fortuitamente (serendipity) en 1963. Fue Meunier, quien trabajando en el
laboratorio de Carraz, uso el acido N-dipropilacético (acido valproico) como vehiculo
para disolver un compuesto que estaba siendo ensayado su actividad
anticonvulsiva. Los resultados que obtuvieron llevaron a que se testeara el acido
valproico confirmando que éste protegia contra las convulsiones inducidas por el
pentilenetetrazol (PTZ). Los primeros ensayos clinicos de la sal de sodio del VPA
fueron reportados en 1964 por Carraz. El VPA fue comercializado en Francia en el
aflo 1967 con el nombre de Depakene® y luego fue comercializado para el
tratamiento de la epilepsia en Estados Unidos en el afio 1978. Desde su
comercializacién en el afio 1967 en Francia y la aprobacion por la FDA en 1978, el
VPA fue establecido en el mundo (en mas de 100 paises) como uno de los FAEs
mas usados en el tratamiento de las convulsiones parciales y generalizadas tanto
en nifios como en adultos. Su amplio espectro de eficacia antiepiléptica esta
reflejado en los modelos preclinicos in vivo e in vitro.

El VPA es considerado como un FAE de primera eleccion para muchas formas de las
epilepsias generalizadas tanto idiopaticas como sintomaticas (Esquema 4.1).! Estos
sindromes, al estar asociados con multiples tipos de convulsiones, incluyendo
convulsiones ténico-clonico, convulsiones miocldnicas y de ausencia, la prescripcion
de un FAE de amplio espectro como el VPA presenta una clara ventaja para el

tratamiento de esta situacion.?

Clasificacion de convulsiones y Epilepsia

- T

Generalizadas Parciales sintomaticas

l

Tonico-Clénica
1" eleccion: VPA, LTG.
2% eleccion/incluyendo: TPM,
ZNS, LEV, CBZ, PHT, OXC.

\ Generalizadas secundariamente

Tc’mico-CIénica\

Lennox-Gastaut
1" eleccion: VPA, LTG, TPM.
2% eleccion/incluyendo: ZNS, LEV.

v
Sindromes mioclénicos

1" eleccion: VPA

2% eleccion/incluyendo: TPM, ZNS,

LEV, LGT. v
1™ eleccién: VPA, LTG, CBZ, OXC, PHT.

2% eleccion/incluyendo: TPM, ZNS, LEV,
GBP, TGB.

Esquema 4.1. En el esquema se muestra la estrategia de tratamiento con FAEs, puede
observarse que el VPA es un FAE de primera eleccidn para muchas formas de epilepsia.
(TPM: Topiramato, ZNS: Zonizamida, LEV: Levetiracetam, CBZ: Carbamazepina, PHT:
Fenitoina, OXC: Oxcarbazepina, LTG: Lamotrigina, GBP: Gabapentin, TGB: Tiagabina).
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A pesar de los efectos beneficiosos, la terapia con VPA no esta librada de los efectos
adversos ya que éste estd asociado principalmente a dos efectos secundarios que
son la hepatotoxicidad y la teratogenicidad. Para tratar de resolver este problema
muchos autores han estudiado los distintos derivados del VPA, siendo estos:
metabolitos del VPA, analogos del VPA, variacion en el grupo funcional. A pesar del
intento de encontrar un compuesto derivado del VPA mas activo, no se ha logrado

obtener un metabolito o un analogo del VPA con un indice protectivo (IP) superior.?

Eleccion del farmaco lider
Las razones para elegir al VPA como farmaco antiepiléptico para el disefio y
sintesis de potenciales profarmacos son las siguientes:

» Desde el punto de vista quimico es una molécula estructuralmente muy
simple, posee un grupo funcional que es un acido monocarboxilico lo cual
permite faciles pero limitadas transformaciones quimicas a otras funciones.

» Posee amplio espectro de actividad anticonvulsivante. El VPA es un farmaco
antiepiléptico de primera eleccion para el tratamiento de convulsiones
parcial y generalizada, tanto para nifios como en adultos.*

» A diferencia de otros farmacos antiepilépticos el VPA podria ejercer efectos
antiepiletogénicos.’

» Aungue posee efectos adversos como todos los otros FAEs, es relativamente

uno de los mas seguros y ya lleva mas de 5 décadas de uso clinico.

Los resultados de los datos clinicos revelan que cuando se compara la
efectividad del VPA con los distintos FAEs clasicos en tres distintos tipos de
convulsiones (convulsiones parciales y tonico-clénico generalizado, convulsiones
mioclonicas y convulsiones generalizada de ausencia) se observa una clara ventaja

del VPA con respecto a los otros FAEs (ver Tabla 4.1).°
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Epilepsia Humana
Convulsiones Convulsiones Convulsiones Generalizadas
Parciales parciales
Farmaco envolviendo a) Conv. de Conv. Sind. Sind.
conv. Conv. ausencia mio- Lennox de
Simples Complejas . . .
generalizadas | tdnico- clonica | Gastaut | West
clénica

CBz BRIt +++ BRIt BRIt NE NE NE NE
PHT BRIt +++ BRIt BRIt NE NE NE NE
PB BRIt +++ BRIt BRIt NE Arar NE NE
PRM BRIt +++ BRIt BRIt NE Arar NE NE
VPA ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
ESM NE NE NE NE +++ AFaF NE NE

BNZ ° ++ Arar Arar ++ r r ++ r

Tabla 4.1.- Espectro de actividad clinica en FAEs clasicos o de primera generacion.
Eficacia anticonvulsivante o antiepiléptica: +, baja; ++, media; +++, alta; NE, no
efectivo. a) comprende convulsiones tdnico-clénico generalizadas, convulsiones
tonicas generalizadas y convulsiones clonicas generalizadas; b, pérdida de eficacia
durante un tratamiento crénico. Abreviaturas: CBZ, carbamazepina; PHT, fenitoina;
PB, fenobarbital; PRM, primidona; VPA, acido valproico; ESM, etosuccimida; BNZ,
benzodiacepina.

Este estudio que presenta el VPA es igualado solamente por las benzodiacepinas en
cuanto a la amplitud del espectro de la actividad. A su vez, se puede apreciar la
ventaja del VPA con respecto a las benzodiacepinas ya que éstas pierden eficacia
durante un tratamiento crénico.’

La ventaja del VPA en cuanto a la amplitud del espectro de actividad antiepiléptica
con respecto a otros FAEs no solamente se limita a los FAEs clasicos mencionados
en la tabla anterior ya que ninguno de los FAEs clinicamente aprobados durante la
década de los noventa presentan una actividad antiepiléptica o anticonvulsiva tan
amplia como el VPA.2 En la tabla 4.2. puede observarse las actividades
anticonvulsivantes de los FAEs novedosos y del VPA en los modelos de epilepsia

humana.
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Eficacia clinica
Farmaco Convulsiones Convulsiones generalizadas
parciales Tonico-clonica ausencia mioclonica
Acido Valproico E E E E
Lamotrigina E E E E
Topiramato E E I E
Oxcarbazepina E E = I
Felbamato E E I E
Vigabatrin E - NE NE
Tiagabina E E NE NE
Gabapentin E - NE NE
Levetiracetam E = = I
Zonisamida E E E E

Tabla 4.2.- Espectro de actividad clinico del VPA y FAEs de segunda generacion. Los
efectos son indicados por E, efectivo; I, datos inconsistentes; NE, no efectivo; -,
datos no disponibles (o no encontrados). Abreviaturas: VPA, acido valproico; LTG,
lamotrigina; TPM, topiramato;, OXC, oxcarbazepina; FBM, felbamato; VGB,
vigabatrin;, TGB, tiagabina, GBP, gabapentina; LEV, Ilevetiracetam; ZNS,
zonisamida.

Propiedades fisicoquimicas del VPA

VPA (acido 2-propilpentanoico) es un liquido incoloro con un punto de
ebullicion de 221-222 °C a 1 atm. Su peso molecular es de 144,21. Es
levemente soluble en agua (1,3 mg/ml) y muy soluble en solventes
organicos. Presenta una absorcion ultravioleta maxima a 213 nm con
un coeficiente de extincion molar de 86. El pK, del VPA es de 4,8.

EL VPA es usado generalmente como su sal sddica. El Valproato de Sodio es un
solido blanco cristalino y es altamente higroscopico. Su peso molecular es de
166,19. Es extremadamente soluble en agua y en la mayoria de los solventes
organicos polares como metanol y acetona. Las sales de calcio y magnesio del VPA

son insolubles en agua.

Farmacocinética

El VPA se absorbe con rapidez y por completo después de la administracion
oral convencional (exceptuando las formulaciones de liberacién prolongada). La
concentracion plasmatica maxima se llega a alcanzar entre una a cuatro horas. El
grado de fijacién a proteinas plasmaticas suele ser de 90%, pero la fraccién fija se

reduce (hasta 70%) al incrementarse la concentraciéon total del VPA dentro de los
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limites terapéuticos. El VPA casi no se excreta sin cambios por orina o heces.
Cuando se proporciona a dosis terapéuticas, la mayor parte del medicamento se
convierte en el éster conjugado del acido glucurdnico, en tanto que el resto queda a
cargo del metabolismo mitocondrial (tanto oxidaciéon B como oxidacion w). Algunos
de estos metabolitos, en particular el acido 2-propil-2-pentendico y el acido 2-
propil-4-pentendico, (figura 4.1) son anticonvulsivos casi tan potentes como el
compuesto de partida; sin embargo solo el primero (acido 2-en-valproico) se
acumula en plasma y en el encéfalo en un grado potencialmente importante. La
vida media del VPA es de 15 hs.

HO,C OH

0 o OH

PO N
/\j\i/\

Figura 4.1. Metabolitos del VPA.

Actividad del VPA en modelos experimentales

Estudios experimentales en ensayos clasicos de determinacién de la actividad
anticonvulsiva reportan que el VPA presenta proteccion frente a las convulsiones
ocasionadas por el MES y PTZ test (estos ensayos se detallan en el Capitulo 6) en
ratas, conejos y perros con un indice terapéutico (DLso/DEsy) de 4 a 8 veces. En
general VPA es mas efectivo contra las convulsiones inducidas por PTZ (un modelo
de crisis de ausencia) que por las convulsiones inducidas en MES (un modelo de
crisis generalizadas tonico-cldonicas). El VPA también es efectivo en otros modelos
de convulsiones generalizadas. Por ejemplo, a dosis de 40 a 400 mg/kg i.p.
(intraperitoneal), este protege contra las convulsiones inducidas por bicuculina,
acido kainico, estricnina, ovabaina y nicotina.® Asi estos ensayos sugieren que el
VPA tiene maxima efectividad en crisis de ausencia y muy buena eficacia contra

convulsiones tonico-clonicas.
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Mecanismo de accion.

Aunque el VPA posee una estructura de un simple acido carboxilico
ramificado, presenta un amplio espectro de actividad contra diferentes tipos de
convulsiones. AUn su mecanismo de accion no fue dilucidado por completo pero es
claro que envuelve una combinacion de varios tipos de mecanismos que se

describen a continuacion.

- Efectos sobre excitabilidad o inhibicion.
Experimentos sobre los cultivos de neuronas de ratones indican que las respuestas
neuronales a la glicina o a los aminoacidos excitatorios, tales como el glutamato, no
son alterados por el VPA en concentraciones clinicamente relevantes.!® Sin
embargo, se logréo demostrar que el VPA suprime las respuestas del glutamato y
mucho mas potentemente a la despolarizacion pasajera evocada por NMDA en la
neocorteza de rata.!' Los autores sugieren que la excitacion mediada por la
atenuacién de los receptores de NMDA es un esencial modo de accidn para el efecto
anticonvulsivante del VPA. Esta perspectiva estd comprobada por un numero de
trabajos que usaron diferentes preparaciones para el estudio de respuestas
sindpticas mediadas por NMDA, un subtipo de los receptores del glutamato.®. En
todos los estudios, el VPA bloqued estas respuestas, indicando que el antagonismo
de los receptores de NMDA mediados por la excitacion neuronal puede ser un

importante mecanismo del VPA.

- Efectos sobre los canales ionicos.

El VPA ha demostrado que reduce los potenciales de accion de la descarga de alta
frecuencia repetitiva en neuronas centrales a concentraciones menores que aquella
necesaria para deprimir la actividad neuronal normal. Se ha sugerido que este
efecto puede estar envuelto criticamente en la acciéon anticonvulsivante del farmaco
sobre las convulsiones generalizadas tonico-cldnica.

v' Canales de sodio.

El VPA demora totalmente la recuperacion de los canales de sodio de la
inactivacion, lo cual seria consistente con una reduccion de la conductancia del
sodio. Estudios usando preparados de invertebrados también indicaron que el VPA
tiene un efecto inhibitorio directo sobre los canales de sodio sensibles al voltaje.'°

Sin embargo, el concepto de que el principal efecto anticonvulsivante del VPA esta
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mediado por retardar la recuperacién de la inactivacion de los canales de sodio
voltaje dependiente, ha sido cuestionado.

v' Canales de potasio.
Un efecto activador sobre la conductancia del potasio ha sido muy discutido como
un potencial mecanismo de accion del VPA aunque tal efecto solamente ha sido
demostrado a altas concentraciones de este farmaco. Experimentos previos usando
varios subtipos de los canales de potasio del cerebro de un vertebrado, expresados
en los oocitos de Xenopus levais han demostrado que el efecto del VPA sobre las
corrientes de potasio es demasiado pequefio para ser significativo en su mecanismo
de accién anticonvulsivante.!?

v' Canales de calcio.
Con respecto a los canales de calcio, los farmacos anti-ausencia tales como la
etosuccimida y dimetadiona (el mayor metabolito activo de la trimetadiona) han
demostrado que bloquean la activacion de los canales de calcio de tipo-T
dependientes del uso en las neuronas talamicas, los cuales estan implicados en la
generacion de la actividad “spike-wave” con la epilepsia de la ausencia. Sin
embargo, el VPA no afecta esta corriente T en las neuronas taldmicas, aunque es
tan efectivo como la etosuccimida en el bloqueo de las convulsiones de ausencia.
En contraste de las neuronas talamicas, el VPA ha demostrado que bloquea los

canales de calcio de bajo umbral T en las neuronas ganglionares periféricas.**

- Efectos bioquimicos.

El estudio del mecanismo de accién del VPA desde el punto de vista bioquimico esta
muy estudiado en relacion al sistema gabaérgico. Hay reportes que datan desde
1969 de que el VPA eleva los niveles de acido y-aminobutirico (GABA) cerebral en
los roedores y que el periodo de elevacién de los niveles de GABA coincide con la
proteccion contra las convulsiones. Estos y mas resultados han hecho que el
estudio del efecto de VPA sobre el sistema gabaérgico ocupe un lugar muy
importante.* Es importante destacar que, aunque el VPA actla sobre los niveles de
GABA, esta claro que el amplio efecto anticonvulsivante del VPA se debe a mas de
un mecanismo y que son distintos a las que presentan los denominados farmacos
GABA miméticos (tiagabina y vigabatrina) que afectan selectivamente al sistema
gabaérgico siendo estos inactivos contra las convulsiones generalizadas de ausencia

y en mioclonica, en contraste al VPA.

v' Efectos sobre el sistema GABA.
Existen controversias sobre el efecto del VPA en el sistema gabaérgico asi,

como efecto bioquimico agudo, se ha demostrado que el VPA aumenta los niveles
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en el cerebro del neurotransmisor inhibitorio GABA probablemente inhibiendo a la
enzima semialdehido succinico deshidrogenasa, aumentando los niveles del cerebro
de semialdehido succinico, un metabolito que inhibe la enzima GABA
aminotransferasa previniendo asi el catabolismo de GABA.'®
Aunque existe una evidencia sustancial de que el VPA aumenta los niveles del GABA
a dosis clinicamente relevantes,!® tanto el mecanismo y el significado funcional de
dicho incremento en los niveles de GABA en el cerebro es todavia una materia de
debate. El aumento de los niveles de GABA presinaptico inducido por VPA puede ser
explicado por 3 mecanismos diferentes:

« Un efecto inhibitorio de VPA sobre la degradacion de GABA.

« Un aumento en la sintesis del GABA.

* Un incremento de GABA en las terminaciones nerviosas mediante un efecto

indirecto.

Usos clinicos.

Tratamiento de la epilepsia.

El mayor uso de VPA es en la terapia farmacoldogica de convulsiones
epilépticas. Los estudios clinicos y extensas experiencias clinicas en las ultimas
décadas han demostrado que el VPA es efectivo en el tratamiento de varios tipos de
convulsiones. Asi, el VPA es utilizado como monoterapia o como adyuvante junto a
otros FAEs. El VPA también ha demostrado eficacia en el tratamiento de espasmos
infantiles (Sindrome de West), Sindrome de Lennox-Gastaut, convulsiones febriles
y en el estado epiléptico. Debido a su amplio espectro de actividad
anticonvulsivante y su tolerabilidad, el VPA esta establecido como farmaco de

primera eleccién en pacientes con un amplio rango de tipos de convulsiones.’

Otras indicaciones clinicas.

En adicidon al tratamiento de la epilepsia, el uso de VPA estd en aumento para el
tratamiento de otras enfermedades, entre ellas se incluyen desorden bipolar,
migrafia, desdrdenes psiquiatricos y dolores neuropaticos. El VPA ha mostrado ser
efectivo en pacientes con desdrdenes bipolares y esquizoafectivo, incluyendo a
aquellos que son resistentes al litio y a la carbamazepina.'® Ademas, la acumulacién
de evidencias da cuenta de que el VPA puede tener un espectro de eficacia mas
amplia con respecto al litio en cuanto al tratamiento de mania atipica y en la mania
secundaria ya que el segundo aparece como poco eficaz clinicamente. El VPA
reduce indirectamente la actividad de la quinasa 3-glicdgeno sintetasa (GSK-3),

una protein quinasa multifuncional implicada en la fosforilacion de un importante
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nimero de factores de transcripcidn y proteinas citoesqueléticas.’® El VPA, CBZ y la
GBP también son considerados efectivos para el tratamiento de dolores
neuropaticos cronicos. En la migrafia, el VPA ha mostrado ser efectivo en el
tratamiento profilactico en varios ensayos clinicos controlados.

En la actualidad se desarrollan numerosas investigaciones acerca del efecto
antitumoral del VPA, el cual es el Unico inhibidor de la enzima histona deacetilasa

(implicada en el desarrollo de las células tumorales) clinicamente disponible. Se ha

demostrado que el VPA es un . : .
La acetilacion de histonas nucleosomales juega un

potente agente antiproliferativo | j5ortante rol en la expresion de genes y por
en células cancerosas estrégeno consiguiente afecta la funcion, diferenciacion, y
sensibles en cancer de mama.?°® | proliferacion de la propia célula. El estado de
Ademas se ha demostrado que el acetilacion de las histonas se determina por la
VPA y los VPA-analogos modulan actividad de las enzimas Ilamadas Histona
Acetiltransferasa (HAT) e Histona Deacetilasa
(HDAC). Se ha identificado una actividad alterada

de HAT y HDAC en varios tipos de cancer.??

la célula del tumor induciendo

apoptosis de la proliferacion y de

la diferenciacion, y disminuyen el

! Un numero de estudios in vitro

potencial de metastasis y la angiogénesis.?
demuestran que los tipos de células tumorales susceptibles a VPA estan
aumentando constantemente. Lo mas importante es la actividad antineoplastica
fuerte que demuestra el VPA en células cancerosas quimiorresistentes. Por esta
razon, varios ensayos clinicos y estudios preclinicos estan investigando actualmente
la efectividad del VPA como un agente anticancerigeno en monoterapia o en

combinacién con otros regimenes terapéuticos.

Efectos adversos.

El VPA es bien tolerado en la mayoria de los pacientes. Pero como todo
farmaco no estd libre de los efectos adversos. En comparacion con otros FAEs
utilizados ampliamente el VPA posee menores efectos neuroldgicos vy
dermatoldgicos, asi por ejemplo, el VPA presenta menor frecuencia de erupciones
cutaneas que la fenitoina, fenobarbital y primidona mientras que la tolerabilidad y
la seguridad parece ser similares a la que presenta la carbamazepina. Asi, los
efectos adversos mas comunes que puede presentar el tratamiento con el VPA son:
temblores relacionados con la dosis, aumento del peso debido a la estimulacién del
apetito, alopecia (usualmente temporal) e irregularidades menstruales incluyendo
amenorrea. Sin embargo, el VPA estd asociado con dos severos, aunque raros
efectos toxicos que son la hepatotoxicidad y la teratogenicidad. La hepatotoxicidad
fatal tiene una incidencia de aproximadamente 1 en 15.000 y ocurre mas

frecuentemente en pacientes menores a dos afos de vida y que reciben politerapia.
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Con respecto a la teratogenicidad, este efecto hace que se generen anormalidades
congénitas tales como dismorfismo facial, defectos del tubo neural y multiples
malformaciones. Estos efectos parecen estar relacionados con la dosis.

Estudios de la relacidén Estructura-Actividad?®> marcaron elementos estructurales de
la molécula de VPA que son responsables de su actividad anticonvulsiva asi como
de su teratogenicidad y hepatotoxicidad, considerando que la teratogenicidad
asociada al VPA se debe al acido carboxilico y la ramificacion del VPA (figura 4.2.
marcado en azul) y que la hepatotoxicidad del VPA es debida a metabolitos con un
doble enlace terminal (figura 4.2 marcado en verde), por ejemplo 4-ene-VPA o 2,4-
diene-VPA.

Figura 4.2. Requerimientos estructurales
\ para el VPA asociados a su teratogenicidad
H"\__ 1 ) y hepatotoxicidad.
l'-"'-.__ H 'y
!
— OH
J
o

El Disefio Racional de Farmacos aplicados en el campo de los profarmacos, necesita
contar con un conjunto apreciable de derivados posibles. A mayor nimero de
derivados, mayor sera la informacidon que nos aporta, lo cual permitiria llegar a
conclusiones basadas en una mayor certeza.

El disefio de farmacos de segunda generacién del VPA es motivado por principios
farmacocinéticos y farmacodindmicos que apuntan a: 1) aumentar el pasaje al
cerebro; 2) mejorar la potencia anticonvulsiva comparada con el VPA; 3) eliminar la
teratogenicidad; y /o 4) evitar la formacion de metabolitos toxicos responsables por
la hepatotoxicidad asociada al VPA.

Ademas del analisis racional cientifico y clinico antes expuesto, existe un fuerte
incentivo econdmico para el desarrollo de farmacos de segunda generacion del VPA.
Con ventas mundiales anuales que exceden el billon de ddlares, el VPA es un blanco

particularmente muy atractivo para futuros desarrollos.?3*
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Eleccion del modulador: Myo-inositol

Porque myo-inositol?

El disefio de profarmacos es una
metodologia muy compleja dada la cantidad de
variables biolégicas que se encuentran
involucradas. Cuando se disefia un profarmaco,
es importante asegurar que el profarmaco sea
efectivamente convertido en farmaco una vez
absorbido o localizado en el sitio de accién. Un
profarmaco ideal es aquel que reune distintos

requerimientos siendo uno de ellos, que el

grupo modulador no sea toxico y tampoco sus metabolitos.

Para ello como grupo modulador se eligié al myo-inositol, una molécula fisiologica
gue posee transportadores a nivel de la membrana hematoencefalica. Debido a la
naturaleza fisioldgica del myo-inositol se justifica el uso del mismo como grupo
modulador del Acido Valproico, con el propdsito de localizar este farmaco en el
lugar de accién.®® Ademas es un poliol, este hecho nos permite la sintesis dirigida
de uno a seis ésteres del acido valproico adicionandole la ventaja de que los
mismos sean hidrolizados in vivo por las estearasas presentes en el organismo.

A su vez los ésteres del VPA unidos al myo-inositol podrian favorecer el pasaje de
VPA a través de la barrera hematoencefalica con respecto al VPA por dos motivos,
i) valiéndonos del transportador del myo-inositol presente en el cerebro ii) el
incremento de la hidrofobicidad de la molécula formada al ser convertido los OH en
funciones ésteres. Por estos motivos, se decide plantear la preparacién de ésteres
de acido valproico utilizando el myo-inositol como grupo modulador, destacandose
que si se logra que los profarmacos disefiados cumplan con estas caracteristicas
enunciadas, estariamos ante una disminucion real de la dosis terapéutica, y se

lograria disminuir los efectos adversos que posee el acido valproico.

Inositoles

Los inositoles o ciclitoles son derivados del ciclohexano en los cuales un
hidrogeno de cada carbono ha sido reemplazado por un grupo hidroxilo. Asi el
Inositol o ciclohexano-1,2,3,4,5,6-hexol es un compuesto quimico cuya formula es
CesH1206 0 (-CHOH-)6.
Los seis grupos hidroxilos secundarios del Inositol pueden acomodarse para dar

nueve estereoisomeros en los cuales puede variar desde no contar con un grupo
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axial hasta tener tres grupos axiales. Los prefijos utilizados para referirnos a los
mismos son: scyllo- (no posee OH axial), myo-(posee 1 OH axial); neo-, epi-, D-
chiro-, L-chiro- (poseen 2 OH axial); cis-, muco-, y allo- (poseen 3 OH axial). De
estos, cinco estereoisémeros (scyllo, myo, D-chiro, L-chiro y neo) se encuentran en
la naturaleza y los cuatro estereoisdmeros restantes (allo, cis, epi y muco) son

estructuras no naturales provenientes de sintesis (figura 4.3)%®

OH OH OH
oLy OH
HO HO HO
HO
OH HO HO OH
HO HO g OH
myo D-chiro-(+) oH L-chiro-(-)
OH OH OH
ol OH OH
HO - N
OH HO oH
" OH
neo HO scyllo HO allo
OH .
OH OH OH OH OH OH
OH
OoH OH
HO HO
HO
OH OH OH
OH
cis HO  epi HO  muco

Figura 4.3. Nueve estereoisémeros del inositol. Los de color azul son inositoles
naturales. El D-chiro-inositol y el L-chiro-inositol son enantiomeros (épticamente
activos).

De estos nueve estereoisdmeros, siete son dOpticamente inactivos o meso y dos
formas son Opticamente activas (D-chiro y L-chiro). A pesar de que varios
inositoles se encuentran en la naturaleza, el mas abundante es el myo-inositol y es
el Unico estereoisémero que se encuentra en los fosfolipidos. Se desconoce la razon
por la cual la naturaleza ha seleccionado la estructura myo- para sus moléculas,
uno de los argumentos mas fuerte sugiere a que es el Unico estereoisémero que
contiene un solo hidroxilo axial con lo cual poseeria el nimero correcto de sitios

estereoselectivos para un ataque enzimatico.?’

Myo-inositol

El Myo-inositol fue primeramente aislado como un compuesto quimico en

1850 y luego se encontrd que es uno de los nueve estereoisomeros del compuesto:

127



ciclohexano-1,2,3,4,5,6-hexol. Myo-inositol es el mas abundante de estos isdmeros
y convencionalmente se lo nombra inositol. EI myo-inositol es un compuesto
ampliamente distribuido en plantas y animales. Es un factor de crecimiento para
animales y microorganismos. El myo-inositol estd presente en todos los tejidos
animales, con niveles mas altos en el corazdn y en el cerebro, éste es parte de
todas las membranas (revestimientos externos) de las células y tiene la funcion de
ayudar al higado a procesar las grasas asi como a contribuir al funcionamiento de
los musculos y los nervios. La dieta alimentaria provee alrededor de 1 g/por dia de
myo-inositol. Otros 4 g/dia son sintetizados a partir de glucosa. Las relativamente
altas concentraciones de inositol en el cerebro, fueron reconocidas en 1934,
sugiriendo una importancia funcional. Desde 1940 se ha demostrado que los lipidos
de inositol son marcadamente activos metabdlicamente y, mas recientemente, que
ellos son componentes de un sistema de sefales de transduccion mediado por
fosfoinositol. La concentracion de inositol en celulas neurales es aproximadamente
de 2 a 500 veces mas alta que en plasma. Alguna vez, el myo-inositol, fue
clasificado como miembro del complejo de vitaminas B, sin embargo, como éste es
producido por el cuerpo humano desde la glucosa, no es un nutriente esencial. Asi
mismo juega un rol muy importante como base estructural de segundos
mensajeros en células eucariotas.

Se obtiene comercialmente del licor de maiz, porque el myo-inositol esta presente
como hexafosfato de myo-inositol (InsP6, acido fitico) en el maiz. El acido fitico es
uno de los fosfatos de myo-inositol mas antiguos que se conocen y ha demostrado

ser un agente anticancerigeno promisorio.?®

El myo-inositol (cis-1,2,3,5-trans-4,6-ciclohexanohexol) es entonces un
meso-ciclohexano hexol, y por lo tanto posee un plano de simetria con 5 grupos
hidroxilos ecuatoriales y un grupo hidroxilo axial. El carbono donde se encuentra
unido el hidroxilo axial se nombra como C-2 y los restantes carbonos del anillo
deben ser numerados desde el C-1 al C-6 comenzando por alguno de los contiguos
al C-2 como C-1 y siguiendo alrededor del anillo en forma horaria o antihoraria. De
acuerdo con la regla, la numeracion antihoraria en un inositol sustituido
asimétricamente conduce a un prefijo configuracional D, y una numeracién horaria
da un inositol sustituido a un prefijo L. La eleccién del prefijo es determinado
normalmente dando preferencia a aquella que resulte de darle la numeracién mas
baja a los sustituyentes. De esta manera el plano de simetria del myo-inositol pasa
a través del C-2 y C-5. La sustitucion de uno de los pares de carbono
simétricamente relacionados C-1, C-3 y C-4, C-6 da lugar a los enantiomeros D y L.

La sustitucion de C-2 y/o C-5 da lugar a un producto meso. Dado que el myo-
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inositol es una molécula meso es indistinto de donde se inicie la numeracion. Pero
al introducir un sustituyente, por ejemplo en la posicidon 1, nos encontramos con la
formacion de dos productos (Figura 4.4). Asi, la fosforilacion sobre el O-1 (oxigeno
del grupo hidroxilo del carbono 1) del myo-inositol genera el 1D-myo-inositol-1-
fosfato, mientras que en la fosforilacion sobre el O-3 altera la numeracién de los
atomos de carbono, invirtiendo el C-1 al C-3, generando el 1L-myo-inositol-1-
fosfato. Precisamente, el sustituyente ocupa la menor numeracion posible. Ademas,
se puede observar que los dos derivados son 1-fosfatos.?® El simbolo Ins es usado
principalmente para el myo-inositol con la numeracién de la configuracion 1-D a

menos que el prefijo L esté indicado explicitamente.*°

OH OH OH OH P~o OH
_ P
OH o] OH
OH OH OH
OH OH OH
myo-inositol 1-D-myo-inositol-1-fosfato 1-L-myo-inositol-1-fosfato

Figura 4.4. Formacion de enantiomeros por sustitucion de un grupo fosfato (P) el
sentido de la numeraciéon cambia segtn donde se posicione el sustituyente.

Funcion fisiolégica del myo-inositol

El myo-inositol ha sido identificado como uno de los principales osmolitos en
cerebro. Este es acumulado en varios érganos del cuerpo, especialmente en el
cerebro, retina y medula renal, y cumple la funcion de un osmolito no perturbante
protegiendo a las células de los efectos perturbadores de altas concentraciones
intracelulares de electrolitos. El myo-inositol es acumulado dentro de las células a
través de un cotransportador de alta afinidad Na*/myo-inositol (SMIT).3!

En caso de una intensa excitacion neuronal, se produce un influjo de Na*, Ca**, y
ClI" que conduce el flujo de agua hacia el interior y causa hinchazoén celular. Se
conoce que la elevacion sostenida de electrolitos intracelulares disturbia el normal
funcionamiento de varias enzimas. En esos casos, las células, incluidas las células
neuronales, acumulan altas concentraciones de pequefios osmolitos organicos, los
cuales no perturban el comportamiento de las enzimas. Los osmolitos organicos
estdan compuestos por aminoacidos (glutamina, glutamato y taurina), metilaminas
(glicerofosforilcolina y creatinina) y polioles (myo-inositol). Se ha probado que ellos

cumplen un importante rol en la osmoregulacion del cerebro en los mamiferos.
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Biosintesis del myo-inositol.

En humanos la mayor parte del myo-inositol es tomado de las plantas y sdlo
una pequefia fraccidn es biosintetizado.
Existen tres fuentes principales de myo-inositol intracelular:
1) sintesis de novo desde glucosa-6-fosfato catalizada por la enzima myo-inositol-
1-fosfato sintasa y por la enzima inositol monofosfatasa; 2) por “reciclado” en el

ciclo del fosfatidilinositol y 3) captacién desde el fluido extracelular.

1) La sintesis de novo es posible en plantas y animales por la isomerizacion de la D-
glucosa-6-fosfato catalizada por la L-myo-inositol-1-fosfato-sintasa (D-myo-inositol
3-fosfato sintasa).?? Luego el L-myo-inositol-1-fosfato [Ins(3)P] por la accién de la
monofosfatasa especifica da lugar al myo-inositol libre y a un fosfato inorganico
(Figura 4.5).

6
CH,OP OoP OH
6 1
| o OH OH OH monofosfatasa ©H OH
NAD" sintasa ° especifica o . P
oH 1 = 5\ oH 2 OH
OH 4 3
OH OH OH
B-Glucosa -6-fosfato L-myo-inositol-1-fosfato myo-inositol
(D-myo-inositol-3-fosfato)

Figura 4.5. Biosintesis de novo de myo-inositol.

El myo-inositol asi formado, con citidin-difosfato (CDP) y el diacilglicerol (DAG) en
presencia de la enzima transferasa se genera un fosfolipido llamado fosfatidilinositol
(PtdIns). Este fosfolipido puede estar en constante estado de equilibrio con otros
fosfatidilinositoles, con uno o dos grupos hidroxilos fosforilados adicionales tal como

en la posicién 4 0 4 y 5 del myo-inositol (figura 4.6).

2) En el ciclo de reciclado el myo-inositol libre es generado por una monofosfatasa
especifica a partir de fosfatidilinositol (PdIns), el cual proviene de la hidrdlisis por la
enzima Fosfolipasa C generando Diacilglicerol (DAG) y myo-inositol-1-fosfato
[Ins(1)P] (figura 4.6 y 4.8).
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transferasa
CDP-DAG + myo-inositol » Fosfatidilinositol
(PtdlIns)
i \ Fosfolipasa C lT
Ptdins-4-P
Ins(1)P + DAG lT
Ptdins-4,5-P,

Figura 4.6. Cascada de reciclado de myo-inositol. (Pi: Fésforo inorganico)

3) La fuente mas importante de myo-inositol extracelular proviene de la dieta
alimenticia. El myo-inositol extracelular es recaptado por las células principalmente
a través de transportadores asociados a membranas celulares, el transportador
mas importante es el cotransportador myo-inositol sodio dependiente 1 (SMIT1), el
cual utiliza el gradiente electroquimico de Sodio a través de la membrana

plasmatica para importar inositol.>*

Fosfatos de Myo-inositol

La quimica y biologia de los Fosfatos de Inositol comenzaron a ser areas de
intensa investigacién durante las Ultimas tres décadas debido a su implicancia en
varios procesos de sefializacién celular.®* Los Fosfatos de Inositol y sus derivados
son compuestos notablemente versatiles, cruciales para la informacién vy
transduccién en organismos vivos. Existen al menos 26 myo-inositol fosfatos
diferentes, 8 fosfoinositol lipidos y varios glicoconjugados conocidos en la
naturaleza.

Los fosfatidilinositoles por la accién de las enzimas especificas dan lugar a los
productos llamados myo-inositol fosfatos (InsPn, donde el n puede ser del 1 al 6).
Entre ellos el mas importante es el D-myo-inositol 1,4,5-trifosfato (Ins[1,4,5]Ps)
que se genera a partir del PtdIns(4,5)P,, (PIP,) por la accidon enzimatica de la

fosfolipasa C (PLC) y actla como un segundo mensajero (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Lugar de ataque del PtdIns(4,5)P, por la fosfolipasa C, una vez
hidrolizado da lugar al diacilglicerol (DAG) y al Ins(1,4,5)Ps.

Cuando se descubrié que el Ins[1,4,5]Ps; actuaba como una importante molécula
movilizadora del calcio intracelular, varios myo-inositol fosfatos fueron identificados
en seres vivos, y presentaron propiedades de ligandos bioactivos.?> Numerosos son
los trabajos en donde se mencionan los distintos myo-inositol fosfatos y el rol
fisiologico que cumplen. Asi el D-myo-inositol 1,3,4,5-tetrafosfato (Ins[1,3,4,5]P,),
se ha sugerido que actla como segundo mensajero movilizando los iones calcio de
fuentes extra o intracelulares. El D-myo-inositol 3,4,5,6-tetrafosfato fue identificado
como un mediador, el cual desacopla la secreciéon del cloruro del ién calcio

intracelular en las células epiteliales intestinales.*®

Ins(1,4,5)P3, como segundo mensajero

El D-myo-inositol 1,4,5-trifosfato (Ins[1,4,5]P3) (figura 4.8) es uno de los
componentes fisioldgicos fundamentales, dado que interviene en la movilizacién del
calcio intracelular desde los compartimentos del reticulo endoplasmico. Su
importancia radica en que el calcio actla como un mensajero intracelular,
transmitiendo informaciones dentro de las células para regular las actividades
celulares. Asi, por ejemplo, el i6n calcio interviene en las diversas respuestas
celulares como en la contraccién muscular, fertilizacion, proliferacion, secrecién de
proteinas, metabolismo, diferenciacion celular como asi también en la apoptosis

(muerte celular programada).®
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Figura 4.8. Sistema de segundos mensajeros de Fosfatidilinositol. (ciclo PI). Los
circulos oscuros muestran la localizacion de cada molécula de fosfato en el anillo de

myo-inositol.

Derivados del myo-inositol con actividad biolégica

Desde el descubrimiento que el D-myo-inositol 1,4,5-trifosfato actlia como
segundo mensajero, un gran niumero de myo-inositol fosfatos relacionados han sido
encontrados en sistemas vivos y distinguidos también como metabolitos bioactivos.
De todos los 63 posibles regioisomeros (15 meso y 24 pares enantioméricos) del

36 mas de la mitad fueron encontradas en la

myo-inositol fosfatos (InsP1-InsPg),
naturaleza y otros fueron preparadas por distintas rutas sintéticas. Los analogos del
myo-inositol fosfatos fueron sintetizados con la finalidad de encontrar propiedades
bioldgicas novedosas. Entre esas modificaciones podemos encontrar analogos
deshidroxilados en las distintas posiciones, asi se han preparado el D-2-deoxi-
Ins(1)P, DL-2-deoxi Ins(1,4,5)P;, DL-6- deoxi-Ins(1,4,5)P;, 1D-2,3,6-trideoxi-
Ins(1,4,5)P; %’
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El compuesto D-3-deoxifosfatidil-myo-inositol-1-[(R)-2-metoxi-3-
octadeciloxi-propil hidrogen fosfato] (figura 4.9), inhibe la activacién de la proteina
Akt. La proteina Akt interviene en la prevencién de apdptosis. La PI3-quinasa
fosforila al grupo hidroxilo en la posicidon 3 del D-inositol de la PtdIns. Este PtdIns-
3-P se une al Akt causando la traslocacion de Akt del citoplasma a la membrana
plasmatica. La fosforilacion de Akt causa que éste se libere de la membrana
plasmatica y se relocalice en el nucleo. En donde fosforila otras proteinas como Bad
(inhibidor de apdptosis), etc. A través de este mecanismo regula la proliferacién de
la célula y promueve la supervivencia celular. Esta es una novedosa estrategia para
inhibir la activacion de la proteina Akt a través del uso del D-3-desoxifosfatidil-myo-
inositol, el cual no puede ser fosforilado en la posicidon 3 como pasa usualmente en
la molécula del myo-inositol.3®
Este tipo de compuestos representa una nueva clase de compuestos

anticancerigenos potenciales con un mecanismo de accidon novedosa.

OH

CHj

HO /O\/\/0018H37
=)
& \
OH

HO.

N
o

Figura 4.9. D-3-deoxifosfatidil-myoinositol-1-[(R)-2-metoxi-3 octadeciloxi
propilhidrogen fosfato], un analogo deoxilado con un potencial actividad

anticancerigena.

El myo-inositol hexanicotinato, es un éster de la niacina (o vitamina B3) que
consiste en seis moléculas de &cido nicotinico y una de inositol (figura 4.10).3° La
niacina ha sido ampliamente utilizada por décadas para el tratamiento de la
hiperlipidemia. Sin embargo, su uso es limitado debido a sus efectos adversos tales
como sudoracion asociada con la liberacion inmediata de niacina, y hepatotoxicidad
asociada con las formulaciones de liberacion prolongada de niacina. El
hexanicotinato de inositol es utilizado como un sustituyente para el tratamiento
convencional con niacina. Se cree que el mecanismo de accién del hexanicotinato
de inositol es el mismo que la niacina pero el hexanicotinato de inositol

aparantemente esta libre de los efectos adversos agudos, el cual se piensa que se
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debe a la liberacidon sostenida de niacina in vivo a través de la hidrdlisis enzimatica

del éster.*°
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Figura 4.10. Estructura del
hexanicotinato de myo-inositol.
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Capitulo 5 Sintesis Quimica

Introduccion

El objetivo de esta investigacién, motivo de la presente tesis, es la sintesis y
evaluacion farmacoldgica de profarmacos del acido valproico, segun lo descripto en
el Capitulo 4. Para el desarrollo del presente trabajo, fue necesario el disefio de
noveles heterociclos derivados del myo-inositol y del acido valproico, en donde se
incluyd el grupo funcional sulfato ciclico orientado a favorecer un aumento en la
actividad del farmaco. La planificacién de la sintesis de estos compuestos se realizd
mediante un proceso retrosintético, en cuatro etapas planificadas para una
sustitucion secuencial de los distintos grupos sobre el myo-inositol (Esquema 5.1).
Debido a la naturaleza estructural que presenta el myo-inositol, como ya fue
expresado anteriormente, estamos ante la presencia de un ciclohexano hexol, con
seis grupos hidroxilos secundarios con un entorno quimico similar. Esta situacion
lleva a que sea un verdadero desafio sintético la funcionalizacion selectiva de los
distintos hidroxilos del inositol. Este al poseer seis grupos hidroxilos plantea la
posibilidad de sintetizar diferentes nimeros de derivados, mono, di, tri, etc.,
sustituidos, diferentes posiciones relativas entre ellos y diferentes

estereoisdmeros...un verdadero desafio.

RV
:>/s/\
R3
+
2P
(0]
2)]\ —
R3

P = Grupo Protector Ry R,
R = Grupo Ester

Esquema 5.1. Proceso Retrosintético.
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En el Esquema 5.1 precedente se muestra la primera opcion de sintesis
propuesta, la proteccién regioselectiva de 2 o mas de los grupos hidroxilos
secundarios del myo-inositol. Los derivados protegidos de myo-inositol son
compuestos de mucho interés debido a ser intermediarios sintéticos para la
obtencién de una amplia variedad de compuestos con actividad farmacoldgica.'? La
segunda etapa consiste en la sintesis de los ésteres del VPA de los diferentes myo-
inositol protegidos. Como tercera etapa se plantea la desproteccion selectiva de
manera de dejar hidroxilos vecinales para la introduccidon del grupo sulfato ciclico
que se concreta en la cuarta etapa y se lleva a cabo en dos pasos, mediante la
sintesis del sulfito ciclico de los derivados del myo-inositol y luego la oxidacién de

estos para formar el producto final esperado, el sulfato ciclico de myo-inositol.

Proteccion regioselectiva de los grupos hidroxilos del myo-inositol.

Los correspondientes derivados del myo-inositol con grupos protectores en
hidroxilos (teniendo grupo/s hidroxilos libres en las posiciones deseadas) son
intermediarios claves para la sintesis de derivados bioldgicamente importantes del
myo-inositol. Cuando todos los grupos hidroxilos no equivalentes en una molécula
son secundarios o terciarios (como en los ciclitoles), obtener productos
selectivamente derivatizados es una tarea dificultosa, debido a las sutiles
diferencias en sus reactividades y/o en la dificultad en la separacion de los
productos isoméricos que se obtienen.

Tradicionalmente los grupos hidroxilos del myo-inositol son protegidos como
cetales,® entre los mas utilizados estdn acetona, ciclohexanona, ciclopentanona® y
ortoformiato® pero en la literatura se encuentran descriptos otros varios tipos de
grupos protectores aplicados al myo-inositol. Los procedimientos desarrollados
sobre la proteccion regioselectiva, de los seis grupos hidroxilos del myo-inositol son
muy amplios, los casos mas estudiados son las protecciones simultaneas de 2 (con
4 grupos hidroxilos libres), 4 (con 2 grupos hidroxilos libres) y 3 grupos hidroxilos
(ortoformiatos del myo-inositol).*

De los 6 grupos hidroxilos que posee el myo-inositol, 5 son ecuatoriales y solo uno
(en la posicién 2, en naranja, figura 5.1) es axial. Esto se puede apreciar mejor
observando a la molécula del myo-inositol en la conformacidon de silla. El myo-
inositol posee un plano de simetria, por lo tanto es una molécula meso, tanto las

posiciones 1 y 3 como 4 y 6 son indiferentes. Estd demostrado que los grupos
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hidroxilos ecuatoriales vecinales al grupo hidroxilo axial en el myo-inositol, son los

mas reactivos para la alquilacién y acilacién.®

Figura 5.1. Myo-inositol una molécula meso y su plano de simetria.

Proteccion regioselectiva de dos grupos hidroxilos del myo-inositol.

La proteccion regioselectiva de 2 grupos hidroxilos (posiciéon 1 y 2) puede
ser llevada a cabo mediante la formacién de isopropilideno (monoacetdnido)
utilizando como reactivo de proteccidn el 2,2-dimetoxipropano,® entre otras
opciones se puede mencionar la formacidn del ciclohexilideno derivado mediante el
tratamiento del myo-inositol con ciclohexanona en presencia de un catalizador
acido.* (Figura 5.2).

Figura 5.2. Proteccion regioselectiva de los hidroxilos en posicién 1 y 2.

Como se menciond anteriormente la molécula del myo-inositol posee una
configuracién meso, presenta un plano o eje de simetria (figura 5.1). Sus derivados
dan como resultado compuestos Opticamente activos en la mayoria de los casos.
Asi, en la reaccién de la preparacién del monoaceténido del myo-inositol se obtiene
el (%)-1,2-O-isopropiliden-myo-inositol (monoaceténido), que es una mezcla
racémica de los 2 enantidmeros; D-1,2-O-isopropiliden-myo-inositol y L-1,2-O-

isopropiliden-myo-inositol (figura 5.3). Por este motivo, todos los derivados del
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myo-inositol preparados y que figuran en esta tesis son mezclas racémicas de los

enantidmeros correspondientes.

Figura 5.3. Mezclas racémicas de los derivados acetdénidos del myo-inositol.

Se coloca el prefijo (£) en el nombre de cada compuesto para denotar que
corresponden a una mezcla racémica. También a cada estructura correspondiente a

una mezcla racémica se le ha colocado el signo = dentro del anillo de ciclohexano.

La proteccion de los 2 grupos hidroxilos es regioselectiva, se obtiene
preferentemente, en posiciones 1 y 2 cuando la reaccion se realiza en medio acido
(4cido acético, acido p-toluensulfénico monohidrato).?> En este trabajo se ha
utilizado para la proteccién regioselectiva de los grupos hidroxilos el 2,2-
dimetoxipropano como agente protector dado su extendido uso segun la literatura y
la facil disponibilidad en nuestro laboratorio.

Se preparé el derivado (%)-1,2-O-isopropiliden-myo-inositol (1) utilizando la
técnica descripta por Gigg y col.? en donde los grupos hidroxilos en la posicién 1y 2
de la molécula del myo-inositol son protegidos con formaciéon de un ciclo (figura
5.4). El procedimiento de aislamiento del producto fue modificado con respecto de

la técnica descripta, para obtener con mayor pureza el derivado (1).’

i) DMSO,
HsC. OCH3 p-TsOH.H,0O
+ RN >
HsC™ “oCH; i) EtN, etanol
éter etilico

Figura 5.4. Preparacion del monoacetdénido 1, (+)-1,2-O-isopropiliden-myo-inositol.
DMSO: dimetilsulféxido; p-TsOH-H»O: acido p-toluensulfénico monohidrato; EtsN:

trietilamina.
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Proteccion regioselectiva de cuatro grupos hidroxilos del myo-inositol.

La proteccion regioselectiva de 4 grupos hidroxilos del myo-inositol segin
reporta la literatura, se puede lograr a partir del monoaceténido del myo-inositol
(1) utilizando como reactivo el 2,2-dimetoxipropano,® obteniendo el (£)-1,2:4,5-Di-
O-isopropiliden-myo-inositol (2). Otra opcion es la formacion de diciclohexilideno
mediante el uso del reactivo 1-etoxiciclohexeno,® obteniéndose una mezcla de (%)-
1,2:4,5- (C1), (£)-1,2:5,6- (C2) y (&£)-1,2:3,4-Di-O-ciclohexiliden-myo-inositol
(€C3) (figura 5.5). Ademas, con el reactivo 1,1-dietoxiciclohexano® se ha obtenido el

diciclohexilideno regioselectivo (£)-1,2:4,5-Di-O-ciclohexiliden-myo-inositol (C1).

Figura 5.5. Proteccidn regioselectiva de 4 grupos hidroxilos del myo-inositol.

i.- Sintesis del (+)-1,2:4,5-Di-O-isopropiliden-myo-inositol (2). ii.- Reaccion del
myo-inositol con 1-etoxiciclohexeno en DMF o DMSO utilizando el &cido p-
toluensulfénico monohidrato como catalizador, da una mezcla de (+)-1,2:4,5-(C1),
(£)-1,2:5,6- (C2) y (£)-1,2:3,4-Di-O-ciclohexiliden-myo-inositol (€3).°

En este trabajo se preparé el derivado protegido (%)-1,2:4,5-Di-O-
isopropiliden-myo-inositol (2) (diaceténido) a partir del monoaceténido (1).> Se
obtienen en pequefias proporciones los isdmeros derivados (%)-1,2:5,6- (2b) y

(£)-1,2:3,4-Di-O-isopropiliden-myo-inositol (2c¢) (figura 5.6).

145



Capitulo 5

i) Acetona,
H3C\ /OCH:; p-TsOH.H,O

HC™ N
¥ OCHz iy BN

Figura 5.6. Sintesis del compuesto (%)-1,2:4,5-Di-O-isopropiliden-myo-inositol (2)

y sus isémeros.

Proteccion regioselectiva de tres grupos hidroxilos del myo-inositol.

La proteccion regioselectiva de 3 grupos hidroxilos del myo-inositol en las
posiciones de C1, C3 y C5 se logra mediante la formacion de monoortoformiato del
myo-inositol (figura 5.7). Este producto se obtiene a partir de ortoformiato de
trietilo en dimetilsulfoxido (DMSQO) en presencia del acido p-toluensulfénico
monohidratado (p-TsOH-H,0) como catalizador.'°

H

OH OH O%\O

HO 5 — > HO 7
2 30 4 2 3of4

OH OH

Figura 5.7. Proteccion regioselectiva de 3 grupos hidroxilos del myo-inositol. a-
(EtO)sCH (ortoformiato de trietilo), DMSO, p-TsOH-H,0 y calentamiento.

Debido a la rigidez conformacional impuesta en el anillo de myo-inositol por
los acetales ciclicos, los restantes hidroxilos libres pueden ser manipulados

selectivamente en condiciones de reaccién adecuadas.!!
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Esterificaciones de los derivados del myo-inositol protegidos.

Mediante la proteccidén selectiva de los grupos hidroxilos del myo-inositol
previo a la esterificacion, se realiza una sintesis dirigida, ya que se logra la
incorporacion de los ésteres en posiciones definidas, dependiendo de cual sea el

producto protegido de partida y del nimero de ésteres introducidos.

A partir de los reactivos preparados monoaceténido (1), y diacetonido (2) se
sintetizaron los ésteres correspondientes derivados del acido valproico. El
procedimiento sintético utilizado para las reacciones de acilaciéon fue el reportado
por nuestro grupo de investigacion’ utilizando como agente acilante el anhidrido 2-
propilpentanoilo (anhidrido valproico) con el cual se obtiene un mayor rendimiento
de los ésteres en comparacion al agente acilante cloruro de 2-propilpentanoilo
(cloruro de valproilo).*? El Anhidrido Valproico no es asequible comercialmente y se

sintetizé a partir de Cloruro de valproilo y valproato de sodio (figura 5.8).

]
i
+ SOCh > + HCly + s
- \CI @) Oyg)
acido valproico cloruro de valproilo
+
ii o
-
Na'Cl + © 0 benceno anhidro
O Na*
anhidrido valproico valproato de sodio

Figura 5.8. Sintesis de Anhidrido valproico. i) Sintesis de Cloruro de Valproilo a
partir de acido valproico y cloruro de tionilo, ii) reaccion entre el cloruro de valproilo

y valproato de sodio para dar el anhidrido valproico.
La esterificacidon de los grupos hidroxilos libres del (+)-1,2-O-isopropiliden-

myo-inositol (monoaceténido) 1 se lleva a cabo con el anhidrido valproico utilizando

como catalizador 4-pirrolidinpiridina (4-PiPy) y trietilamina anhidra como medio de
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reaccién en atmosfera de nitrégeno, obteniéndose el compuesto (+)-3,4,5,6-Tetra-
O-(2-propilpentanoil)-1,2-0-isopropiliden-myo-inositol (3).

La esterificacién del derivado protegido (+)-1,2:4,5-Di-O-isopropiliden-myo-inositol
(diacetdénido) (2) en las mismas condiciones que el monoacetéonido nos lleva a la
obtencién del compuesto (£)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-1,2:4,5-di-O-
isopropiliden-myo-inositol (4)*3 (figura 5.9).

Figura 5.9. Sintesis de los ésteres del Acido valproico: (+)-3,4,5,6-Tetra-O-(2-
propilpentanoil)-1,2-0O-isopropiliden-myo-inositol (3) y (%)-3,6-Di-O-(2-propil
pentanoil)-1,2:4,5-di-O-isopropiliden-myo-inositol (4) a partir del monoacetdnido
(1) y diaceténido (2).
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Reacciones de hidrolisis de los grupos protectores

Para llevar a cabo la sintesis de los heterociclos derivados del myo-inositol
en la tercera etapa se desprotegen selectivamente de manera de poder dejar dos
grupos hidroxilos vecinales. La etapa de desproteccion de los hidroxilos se realizd
en medio acido, estas reacciones deben estar bien controladas debido a que los

compuestos presentan otro grupo labil susceptible a la hidrdlisis acida.

Hidrdlisis de los grupos protectores del compuesto 4.

La hidrdlisis de los grupos protectores en el compuesto 4 requiere de una
hidrolisis acida controlada ya que la unidn éster con el VPA no debe ser alterada.
Tomando como referencia los estudios de hidrdlisis de los grupos protectores
realizados por Moon, S.C.'3 las condiciones de hidrdlisis mas convenientes son en
un medio de &cido acético (75%) y agua a temperatura ambiente.'* Al ser una
hidrolisis suave requiere un tiempo mayor (160hs) para poder apreciar cantidades
importantes del producto desprotegido. Se obtiene mezcla de productos de
hidrdlisis, siendo estos el (%)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-4,5-0-isopropiliden-
myo-inositol (5) con un rendimiento de 63 %, proveniente de la hidrdlisis parcial
(de un solo aceténido) y el (£)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-myo-inositol (6) con
un rendimiento de 13.5 %, producto de la hidrdlisis total (los 2 aceténidos) como
asi una fraccién de 4 que no llega a hidrolizarse (Figura 5.10). Para tiempos
mayores de reaccién hay un incremento en el rendimiento del compuesto 6 a

expensas del compuesto 5.

160 hs
CHPr,

(sin hidrolizar)

Figura 5.10. Hidrdlisis de los grupos aceténidos de 4. Se obtiene una mezcla de 4
(20,2%) sin hidrolizar, 5 (producto de un solo aceténido) y 6 (hidrdlisis de los 2
acetonidos). AcOH: acido acético.
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Hidrdélisis del grupo protector del compuesto 3.

Las condiciones de hidrdlisis del compuesto 3 se modificaron con la
utilizaciéon de acido trifluoracético debido a que la hidrdlisis con acido acético no
formaba el producto esperado en los tiempos y temperaturas adecuadas para no
hidrolizar los ésteres de VPA. La hidrdlisis se lleva a cabo en una solucién de
Tetrahidrofurano y agua en una proporcion de 4 a 1 y acido trifluoracético,
enfriando la reaccién en un bafio a 0°C (Bafio de hielo-agua). Estas condiciones
permitieron obtener el compuesto (%)-3,4,5,6-Tetra-O-(2-propilpentanoil)-myo-

inositol (7) con un rendimiento del 62 % (figura 5.11).

CF3;COOH
THF/H30"
16 hs

Figura 5.11. Reaccion de hidrdlisis del grupo aceténido de 3, para obtener el
compuesto 7 con un rendimiento del 62 %. CF;COOH: &cido trifluoracético; THF:
tetrahidrofurano.

Nota: Durante las evaluaciones farmacoldgicas de los compuestos descriptos
precedentemente, se decidid realizar la evaluacién bioldgica de los compuestos de
partida, como es logico cuando uno estd interesado en ver de qué manera las
modificaciones estructurales inciden en la actividad bioldgica. Esta hipdtesis, donde
se intentaba determinar si el incremento de actividad estaba asociado al grupo
sulfato o al acido valproico y de alguna manera estimarlo cuantitativamente llevd a
preparar compuestos donde estuviera el grupo sulfato sin el acido valproico. Como
fue expresado anteriormente, el grupo sulfato es inestable a las condiciones
experimentales de remocion del acido valproico, motivo por el cual se procedid a
sustituir el acido valproico por acetato. Ademas se llevaron a cabo varios intentos
de sintesis donde el myo-inositol contuviera soélo el grupo sulfato ciclico, sin grupos
protectores o ésteres, se variaron condiciones de reaccién tales como temperatura,
atmodsfera, reactivos: Cloruro de sulfurilo, cloruro de tionilo, catecol sulfato, cloruro
de sulfamoilo, pero no se logré controlar la reaccidon obteniéndose en todos los
intentos la formaciéon de un producto polimérico. Para poder dirigir y controlar la
reactividad de los hidroxilos del myo-inositol se sintetizaron derivados acetilados de
manera tal que queden sélo dos hidroxilos vecinales libres para lograr la

introduccién controlada del grupo sulfato ciclico.
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Esterificacion de los derivados protegidos del myo-inositol con Anhidrido

Acético.

A partir de los reactivos preparados monoacetonido (1), y diacetonido (2) se

sintetizaron los ésteres correspondientes derivados del &cido acético. El
procedimiento sintético utilizado para las reacciones de acilacion fue el reportado
por Gigg y col.® La esterificacién de los grupos hidroxilos libres del (£)-1,2-O-
isopropiliden-myo-inositol (monoaceténido) 1 se lleva a cabo con el anhidrido
acético utilizando como catalizador 4-dimetilaminopiridina (4-DMAP) vy piridina
anhidra como medio de reaccion en atmodsfera de nitrogeno, obteniéndose el
compuesto (£)-3,4,5,6-Tetra-0-acetil-1,2-0O-isopropiliden-myo-inositol (8).
La esterificacion del derivado protegido (+)-1,2:4,5-di-O-isopropiliden-myo-inositol
(diaceténido) (2) en las mismas condiciones que el monoaceténido nos lleva a la
obtencion del compuesto (&)-3,6-Di-O-acetil-1,2:4,5-di-O-isopropiliden-myo-
inositol (9) (figura 5.12).

Anhidrido Acético

Figura 5.12. Sintesis de los Acetatos derivados de myo-inositol: (+£)-3,4,5,6-Tetra-
O-acetil-1,2-0-isopropiliden-myo-inositol (8) y (*)-3,6-Di-O-acetil-1,2:4,5-di-0O-

isopropiliden-myo-inositol (9) a partir del monoacetdnido (1) y diacetdnido (2).
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Hidrolisis de los grupos protectores de los derivados acetilados.

La hidrdlisis de los grupos protectores de los compuestos 8 y 9 se llevaron a
cabo en un medio de &cido acético (75%) y agua a temperatura ambiente.'* Al ser
una hidrodlisis suave requiere de varias horas de reaccion para poder apreciar

cantidades importantes del producto desprotegido (figura 5.13).

I

3C\n/
O ’

HsC_O
7L

ACOH 75 % CH,

Figura 5.13. Reaccidon de hidrdlisis de los grupos acetdnidos. (+)-3,4,5,6-Tetra-0O-
acetil-myo-inositol (10) y (£)-3,6-Di-O-acetil-4,5-0-isopropiliden-myo-inositol (11)

Reacciones de Sintesis de los heterociclos sulfatos ciclicos

Como se expresd anteriormente, la introduccién del grupo sulfato, tiene
como propdsito ver si contribuye a una localizacién selectiva en el SNC, y por ende
en el sitio de accion del profarmaco de VPA y myo-inositol. Esta modificacion en
donde se reemplazo el grupo aceténido por un grupo sulfato ciclico se postula que

le confiere mayor lipofilicidad al compuesto.

Esta hipotesis inicial, tiene un antecedente previo reportado en la literatura
en donde el uso de sulfatos ciclicos en reemplazo de los grupos aceténidos muestra
un aumento de la potencia en su actividad anticonvulsiva. Maryanoff vy
colaboradores®® realizaron la sintesis de un sulfato ciclico andlogo del Topiramato
un anticonvulsivo de Gltima generacion, el RWJ1-37947, y reportaron que esta nueva
estructura ha logrado aumentar considerablemente la actividad anticonvulsiva del

Topiramato (figura 5.14).
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A CH0S0aNH, O (CH0SONH;
ow ~~p oww ~=p
H5;C \\‘\ O
: & o CHs N - CH,
HsC CH, CHj

Topiramato

Figura 5.14. Reemplazo del grupo aceténido del Topiramato por un grupo sulfato
ciclico lo que conlleva a un aumento de la actividad anticonvulsiva.*®

Quimica de los sulfitos y sulfatos ciclicos.

Los sulfatos ciclicos de vic-dioles son equivalentes sintéticos de los epdxidos
y sulfitos ciclicos los cuales son extensamente utilizados en quimica organica.
A pesar de que los sulfatos ciclicos se conocen desde 1932'° |a falta de un método
eficiente para prepararlos, limitd sus aplicaciones hasta finales de la década de los
80’. La oxidacion de los sulfitos ciclicos con periodato de sodio catalizado por
tetroxido de rutenio'” representd un importante desarrollo que amplid la utilizacién

de los sulfatos ciclicos como intermediarios de sintesis.

Nomenclatura:

Para nombrar los sulfitos y sulfatos ciclicos se utiliza la homenclatura IUPAC
para sistemas heterociclicos. La secuencia ciclica de la estructura apropiada para la
construccién de su nombre, se selecciona de acuerdo al tamafio del anillo y al grado
de instauracion. Cuando el anillo contiene dos atomos de oxigeno y uno de azufre,
se utiliza el prefijo dioxatio, y para distinguir entre sulfito y sulfato ciclico se
nombra con el sufijo 2-oxido y 2,2-dioxido respectivamente. La numeracion del
anillo comienza con un atomo de oxigeno y continla alrededor del anillo dando la
menor numeracidn posible al siguiente heteroatomo y a los sustituyentes.

A modo de ejemplo, el nombre IUPAC del etilensulfato ciclico (1), trimetilensulfato
ciclico (2) y tetrametilensulfato ciclico (3) son respectivamente: 1,3,2-dioxatiolane
2,2-dioxido, 1,3,2-dioxatiane 2,2-dioxido y 1,3,2-dioxatiepane 2,2-dioxido (figura
5.15).

V£ 34
o 5\03 1o/ S\03 1</\>3\

Figura 5.15. Nomenclatura de sulfatos ciclicos.
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La nomenclatura IUPAC y los nombres triviales se utilizaron en conjunto en los
primeros voliumenes del Chemical Abstract, y luego se continto utilizando sélo el
nombre IUPAC. Sin embargo la mayoria de los autores tienden a utilizar los

nombres comunes que se originan de los ésteres sulfatos de alcoholes.

Reactividad

Los atomos de carbono en la molécula de sulfato ciclico son muy reactivos
frente a agentes nucleofilicos. El aumento de actividad con respecto a los sulfatos
aciclicos se puede deber a dos motivos: (i) la tensidon por la generacion del anillo, y
(ii) caracter de doble enlace parcial entre los atomos de oxigeno del anillo y el
atomo de azufre.'®
En los sulfitos ciclicos, la presencia de un par de electrones no compartidos en el
azufre, puede ser la causa de la reduccidn parcial del caracter de doble enlace del
atomo de azufre y de los atomos de oxigeno del anillo. Por ello se espera que los
sulfitos y sulfatos ciclicos presenten diferentes reactividades. En la sustitucion
nucleofilica de los sulfitos ciclicos, el ataque al atomo de azufre compite con la
sustitucion del carbono, sin embargo en los sulfatos ciclicos esta competencia sélo
se observa cuando el carbono centro de la Sy2 estd muy impedido estéricamente.
Por ejemplo, la hidrdlisis del sulfito ciclico de d-(2)-2,3-butanodiol (1, figura 5.14),
ocurre con retencién de la quiralidad, ya que el agua ataca al atomo de azufre. Por
el contrario, ocurre una inversion de la quiralidad en el sulfato ciclico del mismo
butanodiol (2, figura 5.16), indicando que el ataque ocurre principalmente en el

atomo de carbono.
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Figura 5.16. Reactividades de Sulfito y sulfato ciclico.
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Métodos de Sintesis

Sintesis de sulfitos ciclicos

La literatura reporta una variedad de métodos de sintesis de sulfitos ciclicos.
Algunos de estos ejemplos implican reacciones de epdxidos con didxido de sulfuro,
reacciones de 1,2 o 1,3-dioles con Et,NSF; (DAST), de dioles con cloruro de
sulfurilo y piridina, o con tridxido de azufre.!® La sintesis mas eficiente de sulfitos
ciclicos es la reaccién de cloruro de tionilo con un diol o la transesterificacién de un
sulfito dialquilico con un diol.?°
A modo de ejemplo, la reaccion de etilenglicol con cloruro de tionilo, da el sulfito de
etileno en rendimientos moderados. Sin embargo el rendimiento aumenta con la
adicion de cloruro de metileno, ademas es necesario eliminar el cloruro de
hidrogeno formado durante la reaccidn ya sea por calentamiento del medio de
reaccidén o utilizando una corriente de nitrégeno seco. En la reaccion del cloruro de
tionilo con un sustrato que posee una funcién inestable en medio acido (tal como
un acetoénido), se requiere el agregado de una base como la trietilamina, piridina o
imidazol, para atrapar el cloruro de hidrogeno liberado durante la reaccion (figura
5.17).%

Figura 5.17. Reaccidon de cloruro de tionilo (SOCI,) con dioles vecinales.
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Sintesis de sulfatos ciclicos

1. Reaccién con derivados sulfatos.
Desde el primer reporte de sintesis de etilen sulfato mediante la reaccién de 1,2-
dibromoetano y sulfato de plata, los sulfatos ciclicos se pueden preparar por
diferentes métodos. Ejemplos de ellos son: a) pinacolona con tridoxido de azufre a
0-5°C para dar el sulfato ciclico con un 36 % de rendimiento; b) la reaccion de una
hidroxi ciclohexanona con acido sulfurico en cantidades equimolares da el sulfato
ciclico con un rendimiento del 100 %; c) la apertura de un epdxido con acido
fluorosulfonico, reacciona dando el fluorosulfato que luego del tratamiento con una

base da el sulfato ciclico con un rendimiento del 74 % (figura 5.18).

; o o)
a
| CI(CH,),Cl
B > o
|| 0-5°C \S/
o) / \\‘\o
o)
Ac,0O
b) OH 4+ H,SQ — 2 o
0°C
o
) CONH,
c
0
CONH, FSQH  F92°C OH NBHCO, / §/\cozEt
_— al
CHCl CONH, ————= O 0
CO,Et S
0°C CO,Et 2\
o/ \o

Figura 5.18. Sintesis de sulfatos ciclicos a partir de derivados sulfatos.

Los sulfatos ciclicos también han sido preparados a partir de un diol aciclico
con cloruro de sulfurilo (SO,Cl,), a una temperatura extremadamente baja, pero
sblo se obtienen rendimientos moderados debido a la naturaleza clorante del SO,Cl,
(figura 5.19).
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OH
SOCly
EtN, -90 °C
I
7 SO,Cl,, imidazol o—s="
OH  CHyCl, -20°C \o
FsC

Figura 5.19. Sintesis de sulfatos ciclicos con Cloruro de sulfurilo (SO,Cl,).

La reaccion de alcoholes rigidos como el metil-4,6-O-benziliden-a-d-
manopirandsido, con cloruro de sulfurilo o sulfato de diimidazol generan los sulfatos

ciclicos 1-3 (figura 5.20) con buenos rendimientos.

o o
Ph/v 2 Ph/v Q

AN s—© s—© oM
o// o oM A\ 2 &\ 3 )
O O

Figura 5.20. Sulfatos ciclicos de alcoholes rigidos.

2. Via Oxidacién de los sulfitos ciclicos:

Una de las metodologias mas utilizadas para la sintesis de los sulfatos ciclicos es a
partir de la oxidaciéon de los sulfitos ciclicos. Los primeros métodos de oxidacion del
sulfito se realizaban con permanganato de potasio en un sistema bifasico (ej. H,O-
CH,Cl,) para evitar la reaccién y descomposicion del sulfato producido.??

Alternativamente, la oxidacién del sulfito ciclico con una cantidad estequiométrica
de tetroxido de rutenio (RuO4) produce el sulfato ciclico con muy buenos
rendimientos, sin embargo este procedimiento es muy costoso y se limita a
preparaciones en pequefia escala. El descubrimiento de que cantidades cataliticas
de tetroxido de rutenio se generan in situ mediante la reaccidon de tricloruro de
rutenio o didxido de rutenio con periodato de sodio, posibilité una ruta rapida y

accesible para la oxidacidn de los sulfitos ciclicos (figura 5.21).%’
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R R
o Q o)
RuCl 3H,0 \\/
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Figura 5.21. Sintesis de sulfatos ciclicos con RuO, generado in situ.

Procedimiento _general para la sintesis de sulfatos ciclicos derivados del

myo-inositol:

En la preparacidon de los sulfatos ciclicos derivados del myo-inositol se optd
por utilizar la ruta de sintesis via oxidacion de los sulfitos ciclicos, debido a que los
compuestos presentan grupos labiles para ser tratados con cloruro de sulfurilo

(S0,Cl;), como son los grupos acetonidos y grupos ésteres (Esquema 5.2).

RuCl;.H,0 /Nalo,
H,O/ACN/CH,Cl,

Esquema 5.2 Esquema general de la sintesis de Sulfatos Ciclicos. R= CH3 o CHPr.
a) derivados desprotegidos con hidroxilos vecinales, b) sulfitos ciclicos derivados, c)

sulfatos ciclicos derivados.
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El procedimiento general es el siguiente: A una solucidon del derivado de myo-
inositol en diclorometano y piridina en un bafio a 0°C (hielo-agua), se afiade gota a
gota cloruro de tionilo. Concluido el agregado se continla agitando durante 30
minutos a esa temperatura. Se agregan x ml de soluciéon saturada de cloruro de
sodio, y se separan las fases, se extrae de la fase acuosa 2 veces. Se reunen los
extractivos orgdnicos, se seca con agente desecante y concentra en rotovapor. El
sulfito ciclico crudo obtenido se oxida rapidamente debido a su inestabilidad a
temperatura ambiente.

El producto crudo obtenido se solubiliza en acetonitrilo/diclorometano, se afiade
una solucion acuosa de periodato de sodio y cantidades cataliticas de cloruro de
rutenio monohidrato. Se agita en un bafio a 0°-5°C (hielo-agua) durante 1 hora. Se
realiza una extraccion con éter etilico, la fase etérea se seca y concentra. Para
purificar el sulfato ciclico obtenido se realiza una cromatografia en columna con

silica gel como soporte.

Trabajo experimental de Sintesis:

Los solventes utilizados previamente se secaron, destilaron, segin marca la
literatura y almacenaron sobre tamiz molecular 4 A (Merck). Se utilizaron solventes
de grado analitico para las cristalizaciones. Las sintesis se llevaron a cabo en
equipos previamente flameados bajo corriente de nitrdgeno seco para evitar la
presencia de humedad. Los enfriamientos a 0°C se realizaron usando bafios de
agua-hielo. Los puntos de fusidon de los productos sintetizados se efectuaron en un
equipo Electrothermal IA6034, en capilares cerrados y no fueron corregidos. La
eliminacion del solvente se realizé en evaporador rotatorio a temperatura ambiente
y a una presion aproximada de 30 torr. Como criterio para el punto final de las
reacciones se considerd la no presencia de reactivo y presencia de nuevos
productos segun controles por cromatografia en capa delgada (CCD).

Las columnas cromatograficas se prepararon con silica gel 60, (0.063-0.200nm /
70-230 mesh ASTM) Merck (ref. 1.07734.1000). Las CCD se realizaron en
cromatofolios de silica gel 60 con fluorescencia a 254 nm marca Merck (ref.
1.05554). Como revelador destructivo se utilizd una solucidon acida al 5 % de
molibdato de amonio (VI) tetrahidratado en agua, revelado por calentamiento y
como revelador no destructivo se utilizé luz ultravioleta a 254 nm.

Los espectros 'H NMR (200 MHz) y '3C NMR (50 MHz) fueron realizados en un
espectrometro Bruker AC-200 (Dpto. de Quimica, Facultad de Cs Exactas, UNLP).

Los datos de corrimiento quimico se reportan en ppm respecto del estandar interno
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tetrametilsilano, mientras que las constantes de acoplamiento se expresan en
Hertz. Los espectros infrarrojos se realizaron en CEQUINOR LANAIS (Dpto. de
Quimica Facultad de Cs Exactas, UNLP) en un equipo FT/IR Bruker IFS 66, usando
pastillas de BrK. Se reportan solo los valores correspondientes a las bandas de
absorcion consideradas significativas para la caracterizacion de grupos funcionales,
las cuales se expresan en cm™,

Se realizaron analisis elementales de C, H, N y S. El porcentaje de O se calculé por
diferencia. Se utilizo un equipo Carlo Erba EA 1108, aceptdndose un error de
+£0.3% respecto a los valores calculados a partir de las estructuras propuestas. Se
llevaron a cabo en el servicio de Microanalisis del Instituto de Quimica Fisica de los
Materiales, Medio Ambiente y Energia de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, de la Universidad de Buenos Aires (UBA)- CONICET.

El rendimiento que se expresa en cada reacciéon es calculado de la relacidon
estequiométrica de los reactivos de partida, el mismo se refiere al producto puro

caracterizado por los métodos fisicoquimicos utilizados descriptos anteriormente.

Proteccion regioselectiva de los grupos hidroxilos del myo-inositol.

Sintesis de (%)-1,2-0-isopropiliden-myo-inositol (1)

i) DMSO,
p-TsOH.H,O

i) Et3N, etanol
éter etilico

myo-inositol 1

En un balén y bajo atmésfera de nitrogeno se colocan 111 mmoles (20 grs) de
myo-inositol, se agregan 60 ml de dimetilsulféxido y 1.56 mmoles (300 mg) de
acido p-toluensulfénico monohidrato, se adapta agitacion magnética y desde una
ampolla de compensacion se agregan 276 mmoles (34 ml) de 2,2-dimetoxipropano
(p.eb. 83 °C, 5: 0.847 gr/ml). Se adapta refrigerante a reflujo y se calienta a 100 +
50C observandose una solucién limpida. Se detiene la reaccién a los 30 minutos, se
enfria y se agregan 14.3 mmoles (2 ml) de trietilamina (p.eb: 89 °C, 3: 0.728
gr/ml), luego se agrega 60 ml de etanol y 100 ml de éter etilico. Se deja agitando a
temperatura ambiente durante 16 hs. Se observa formacion de sélido blanco
cristalino, se filtra y lava con 20 ml de éter etilico. Al sdélido se lo somete a

extraccidn repetidas veces con metanol, hasta verificar la no presencia de aceténido
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por CCD. La reunién de los extractivos metandlicos se concentra en el evaporador
rotatorio. El producto se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente hasta
peso constante. Peso obtenido 7.7 gramos de un sélido blanco.

Rf producto: 0.24 (diclorometano: metanol 5:1)

Rendimiento: 31%

Rendimiento literatura®: 32%

Punto de fusion: 181°-182°C (metanol); literatura®: 182-184°C.

Sintesis de (t)-1,2:4,5-Di-O-isopropiliden-myo-inositol (2)

i) Acetona,
H3C\ /OCHg p-TsOHHZO
YN >
HsC" “ocH; ii) Et;N

En un baldn y bajo atmdsfera de nitrogeno se colocan 16 mmoles (3.50 g) de (%)-
1,2-O-isopropiliden-myo-inositol (1), se agregan 60 ml de acetona anhidra, 145
mmoles (18 ml) de 2,2-dimetoxipropano (p.eb. 83 °C, 5: 0.847 gr/ml) y 1.88
mmoles (361mg) de acido p-toluensulfénico monohidrato. Se adapta refrigerante a
reflujo y se calienta a 50 £ 5°C durante 2 hs formandose una suspension blanca.
Se enfria a temperatura ambiente y se agregan 12.2 mmoles (1.75ml) de
trietilamina anhidra (p.eb: 89 °C, &: 0.728 gr/ml) continuando la agitacién por 30
min. Se filtra y a la fase liquida se le agrega 350 mg de bicarbonato de sodio, se
agita hasta no observar mas desprendimiento gaseoso y se filtra nuevamente. El
filtrado se concentra en evaporador rotatorio, obteniéndose un sélido amarillento.
Se realiza una cromatografia en columna de silica gel, utilizando
diclorometano:metanol 20:1 como solvente de eluciéon. Se incrementa suavemente
el gradiente de la fase movil hasta llegar a diclorometano:metanol 10:1. La
columna se control6 mediante CCD. Se recogieron 40 fracciones de
aproximadamente 6 ml cada una. Se juntaron las fracciones 9-32, obteniéndose
1.53 grs de sdlidos blanco cristalinos.

Rf producto: 0.74 (diclorometano: metanol 5:1)

Rendimiento: 37 %

Rendimiento literatura®: 21 %

Punto fusidén: 172-174°C (acetona); literatura®: 171-173°C (acetato de etilo).
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Esterificaciones de los derivados del myo-inositol protegidos.

Sintesis de (t)-3,4,5,6-Tetra-O-(2-propilpentanoil)-1,2-0-isopropiliden-myo-
inositol (3)

En un baldn y bajo atmdsfera de nitrégeno, se colocan 21 mmoles (4.62 gr) de ()-
1,2-O-isopropiliden-myo-inositol (1), se agregan 501 mmoles (70 ml) de
trietilamina (p.eb: 89 °C, o6: 0.728 gr/ml) y 8.9 mmoles (1.3 grs) de 4-
pirrolidinpiridina. Desde ampolla de compensacion se agrega gota a gota 90.7
mmoles (24.5 grs) de anhidrido valproico (p.eb.: 109°C/0,85 mmHg, &: 0.890
gr/ml) a temperatura ambiente. Tiempo de agregado: 30 minutos.

La reaccidén se interrumpe a las 190 hs, se concentra en evaporador rotatorio. El
producto se purifica por cromatografia en columna de silica gel, utilizando éter de
petréleo como solvente de elucién y se aumenta el gradiente de la fase mévil a éter
de petrdleo: diclorometano 10:1. La columna se controla mediante CCD.

Se obtienen 7.9 grs del producto, liquido siruposo incoloro.

Rf producto: 0.75 (diclorometano)

Rendimiento: 53 %

Rendimiento literatura®®: 51 %
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Sintesis Quimica

Sintesis de (+)-1,2:4,5-Di-O-isopropiliden-3,6-di-O-(2-propilpentanoil) -

myo-inositol (4)

En un baldon y bajo atmdsfera de nitrogeno, se colocan 36.5 mmoles (9.5 gr) de
(£)-1,2:4,5-Di-O-isopropiliden-myo-inositol (2), se agregan 308 mmoles (43 ml)
de trietilamina (p.eb: 89 °C, &: 0.728 gr/ml) y 12.8 mmoles (1.9 grs) de 4-
pirrolidinpiridina. Desde ampolla de compensacién se agrega gota a gota 91.5
mmoles (24.7 grs) de anhidrido valproico (p.eb.: 109°C/0,85 mmHg, &: 0.890
gr/ml) a temperatura ambiente. Tiempo de agregado: 40 minutos. El control de
reaccién se realiza mediante CCD.

La reaccion se interrumpe a las 24 hs, se concentra en evaporador rotatorio y se
seca en tambor de vacio. Se obtiene un sdlido el cual se purifica mediante
cristalizacion usando como solvente metanol.

Peso obtenido 6.62 grs.

Rf producto: 0.7 (diclorometano)

Rendimiento: 35 %

Rendimiento literatura’: 36%

Punto de fusién: 144-146°C (metanol), literatura’: 144-145°C
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Sintesis de (%)-3,4,5,6-Tetra-0O-acetil-1,2-0O-isopropiliden-myo-inositol (8)

En un balén y bajo atmédsfera de nitrogeno, se colocan 18 mmoles (4 gr) de (+)-
1,2-O-isopropiliden-myo-inositol (2), se agregan 150 mmoles (12 ml) de piridina
(p.eb: 114 °C, &: 0.983 gr/ml) y 5.5 mmoles (0.67 grs) de 4-dimetilaminopiridina.
Se adapta bafio a 0°C (hielo-agua) y desde ampolla de compensacidén se agregan
gota a gota 145 mmoles (13.7 ml) de anhidrido acético (5: 1.08 gr/ml). Tiempo de
agregado: 60 minutos. Se lleva a temperatura ambiente y se continda la agitacion
durante 3 horas. Se concentra en evaporador rotatorio. Se realiza una extraccién
con 15 ml de diclorometano y 5 ml de solucién saturada de Cloruro de Sodio, luego
con 5 ml de Bicarbonato de sodio al 5%, y la ultima con 5 ml de solucién saturada
de cloruro de sodio, se controla pH con tira de papel indicador Merck, pH 6.5. Se
separa la fase organica y se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el
solvente en evaporador rotatorio, y se seca en tambor de vacio a peso constante,
obteniéndose un sdlido amarillento. Se cristaliza en diclorometano, se filtra por
buchner y se lava el sdlido con éter etilico, seca en tambor hasta peso constante.
Peso del producto 4.75 grs.

Rf producto: 0.82 (diclorometano:metanol 10:1)

Rendimiento: 68%

Punto de fusion: 235-236°C (diclorometano) (sublima)
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Sintesis Quimica

Sintesis de (+)-3,6-Di-0O-acetil-1,2:4,5-di-O-isopropiliden-myo-inositol (9)

ch\ HaC
C=0 4-DAMP
c=0 Piridina
/
H5;C

En un balén y bajo atmodsfera de nitrégeno se colocan 8 mmoles (2 grs) de (+)-1,2-
O-isopropiliden-myo-inositol (2), se agregan 5 ml de diclorometano y 37.6 mmoles
(3 ml) de Piridina (p.eb: 115 °C, &: 0.983 gr/ml). Se enfria la mezcla a 0°C (bafo
de hielo-agua). Se agrega 2.8 mmoles (342 mg) de 4-dimetilaminopiridina y
desde ampolla de compensacidén se adiciona gota a gota 25 mmoles (2.4 ml) de
anhidrido acético (3: 1.08 gr/ml). Se deja reaccionar durante 1 hora a temperatura
ambiente formandose una suspensidon blanca. Se concentra en evaporador
rotatorio. Se realiza una extraccion con 15 ml de Diclorometano y 5 ml de solucion
saturada de Cloruro de Sodio, separa la fase acuosa, lava la fase organica con 5 ml
de Bicarbonato de sodio al 5%, y posteriormente con 5 ml de solucién saturada de
cloruro de sodio. Se controla pH con tira de papel indicador Merck, pH 6. Se
separa la fase organica y se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el
solvente en evaporador rotatorio, y se seca hasta peso constante en tambor de
vacio obteniéndose un sélido blanco pastoso. Se cristaliza desde acetona.

Peso del producto obtenido 1.65 grs.

Rf producto: 0.71 (diclorometano:metanol 20:1)

Rendimiento: 60 %

Punto de fusién: 226-228°C (acetona) (sublima), literatura®: 230-232°C (acetato
de etilo)
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Reacciones de hidrolisis de los grupos protectores

Sintesis de (t)-3,4,5,6-Tetra-O-(2-propilpentanoil)-myo-inositol (7)

CF3;COOH
THF/H;0"
16 hs

¥

CHPr,

En un balén se colocan 5.5 mmoles (4 gr) de (%)-3,4,5,6-Tetra-O-(2-
propilpentanoil)-1,2-O-isopropiliden-myo-inositol (3), se agregan 25 ml una
solucion acuosa de tetrahidrofurano (THF: agua = 4:1). Se adapta agitacion
magnética a temperatura ambiente, se observa formacion de una emulsién blanca.
Desde una ampolla de compensacion se agrega gota a gota 269 mmoles (20 ml)
del acido trifluoracético (p.eb: 72°C, &: 1.535 g/ml) mientras se enfria la reaccion
en un bafio de hielo-agua. Tiempo de agregado: 40 minutos. Se observa formacion
de una solucion limpida incolora. El control de la reaccion se realiza por CCD. A las
16 hs. se interrumpe la reaccién. Se concentra en evaporador rotatorio con
agregado de hexano anhidro, se seca en tambor de vacio hasta peso constante. Se
obtiene un solido blanco de peso 4.015 g. Se purifica por cristalizacion en éter de
petréleo. El peso del producto obtenido fue de 2.4 grs.

Rf producto: 0.56 (diclorometano:acetona 20:1).

Rendimiento: 64 %

Rendimiento literatura’: 62%

Punto de fusién: 80-81°C (éter de petréleo), literatural®: 80-82°C.
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Sintesis Quimica

Sintesis de (x)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-4,5-0-isopropiliden-myo-inositol (5) y
de (x)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-myo-inositol (6).

Pr,H o) 0 Pr,HC. Pr,HC
0 AcOH/H;0* + \ﬂ/
_—
0 NS, 160 hs o .
Q (0] CHPr, CHPr, HO
)VO 4
4

(sin hidrolizar)

En un baldn se colocan 3.9 mmoles (2 gr) de (£)-1,2:4,5-Di-O-isopropiliden-3,6-di-
O-(2-propilpentanoil)-myo-inositol (4), se agregan 25 ml una solucién acuosa de
acido acético al 75%. Se adapta agitacion magnética a temperatura ambiente. Se
observa formacion de una suspension. El control de la reaccién se realiza por CCD.
A los 7 dias se detiene la reaccion se observa presencia de 3 productos por CCD. Se
concentra en evaporador rotatorio con agregado de hexano anhidro, se seca en
tambor de vacio hasta peso constante. Peso del producto crudo obtenido 1.8 grs de
solidos blancos. Se purifica por pasaje de columna cromatografica de silica gel,
utilizando diclorometano como solvente de elucién. Se aumenta el gradiente de la
fase movil a diclorometano:acetona 20:1. Las fracciones se controlan mediante
CCD. Se recogen 150 fracciones de aproximadamente 4 ml cada una. Se separan 3
compuestos, recuperando el producto de partida (4) (15%) y los 2 compuestos de
hidrolisis 5y 6 (63 y 13.5 % respectivamente).

Compuesto 5:

Rf producto: 0.60 (diclorometano:acetona 10:1)

Rendimiento: 63 %

Punto de fusién: 89-90°C (diclorometano). literatura®®: 89.5-90°C.

Compuesto 6:

Rf producto: 0.36 (diclorometano:acetona 10:1)

Rendimiento: 13.5 %

Punto de fusién: 140-142°C (acetona). Literatura®: 140-143°C.
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Sintesis de (+)-3,4,5,6-Tetra-0-acetil-myo-inositol (10)

HSC\H/
0]

H3C\”/
0]

O,
0)

CH

w

En un baldén se colocan 5.1 mmoles (2 grs) de (+)-3,4,5,6-Tetra-O-acetil-1,2-0-
isopropiliden-myo-inositol (8) y se agregan 20 ml de Acido Acético 75 %. Se deja
reaccionar a temperatura ambiente durante 3 dias.

Se concentra en evaporador rotatorio, al producto residual se le agregan 15 ml de
diclorometano, se lava una vez con 5 ml de solucién de bicarbonato de sodio al 5%
y 2 veces con 5 ml de solucién saturada de cloruro de sodio y, se controla el pH con
tiras indicadoras de pH Merck, reaccidn neutra. La fase organica se seca con sulfato
de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en evaporador rotatorio. Se seca en
tambor. Se purifica por columna cromatografia de silica gel, utilizando
diclorometano como solvente de elucion. Las fracciones se controlan mediante CCD.
Se recogieron 65 fracciones de aproximadamente 3 ml cada una. Se reunieron las
fracciones que presentan semejantes CCD, las fracciones 42-60, se secan en
tambor de vacio hasta peso constante, obteniéndose 1.1 grs sdlido blanco. Se
cristaliza en diclorometano.

Rf producto: 0.53 (diclorometano:metanol 10:1)

Rendimiento: 52 %

Punto de fusion: 104-106°C (diclorometano)
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Sintesis Quimica

Sintesis de (+)-3,6-Di-O-acetil-4,5-0-isopropiliden-myo-inositol (11)

A una solucién de 3.5 mmoles (1.2 grs) de (&)-3,6-Di-O-acetil-1,2:4,5-di-O-
isopropiliden-myo-inositol (9) en 6 ml de diclorometano se agregan 10 ml de Acido
Acético 75 %. Se deja reaccionar a temperatura ambiente durante 5 dias. Se
concentra en evaporador rotatorio, al producto residual se le agregan 15 ml de
diclorometano, se lava una vez con 5 ml de solucién de bicarbonato de sodio al 5%
y 2 veces con 5 ml de solucién saturada de cloruro de sodio, se controla el pH con
tiras indicadoras de pH Merck, reaccion neutra. La fase organica se seca con sulfato
de sodio anhidro, se filtra, se elimina el solvente en evaporador rotatorio y seca en
tambor de vacio hasta peso constante. Se purifica por columna cromatografia de
silica gel, utilizando diclorometano:metanol 10:1 como solvente de elucién. Las
fracciones se controlan mediante CCD. Se recogieron 30 fracciones de
aproximadamente 3 ml cada una. Se reunieron las fracciones 9-20, por presentar
semejantes CCD, se concentran en evaporador rotatorio y se seca a peso constante
en tambor de secado, obteniéndose 420 mg de un sdlido blanco. Se cristaliza en
diclorometano.

Rf producto: 0.57 (diclorometano:metanol 10:1)

Rendimiento: 40 %

Punto de fusion: 129-134°C (diclorometano)
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Capitulo 5

Sintesis de sulfatos ciclicos derivados del myo-inositol

Sintesis de (%)-3,4,5,6-Tetra-O-(2-propilpentanoil)-sulfito ciclico de myo-inositol
(12a)

, % | N,/CH,Cl, N |
—_—
NS
AN 0C-ta N
HCF
7 CHPr, 12a  CHPr,

En un baldn y bajo atmodsfera de nitrégeno, se colocan 1.5 mmoles (1 gr) de (%)-
3,4,5,6-Tetra-O-(2-propilpentanoil)-myo-inositol (7), se agregan 10 ml de
diclorometano anhidro y 3.2 mmoles (0.26 ml) de piridina (p.eb: 114 °C, &: 0.983
gr/ml). Se enfria la mezcla a 0°C (bafio de hielo-agua). Se agrega desde jeringa
purgada con nitrégeno seco 1.6 mmoles (0.12 ml) de cloruro de tionilo (p.eb: 75
°C, &: 1.638 gr/ml). Se adapta agitacion magnética y deja reaccionar durante 1
hora. Se observé una solucién incolora.

Se agrega diclorometano hasta llegar a un volumen de solucidon aproximado de 15
ml, y se lava 3 veces con 5 ml de solucion saturada de cloruro de sodio fria. Se
seca la fase organica con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en
evaporador rotatorio. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, se
obtienen 1.2 grs de un sélido amarillento.

Debido a la inestabilidad de los sulfitos, segun los controles obtenidos por CCD y
cambio de color en poco tiempo, se decide no purificar el producto y se utiliza el

crudo en la siguiente reaccién.
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Sintesis Quimica

Sintesis de (+)-3,4,5,6-Tetra-O-(2-propilpentanoil)-sulfato ciclico de myo-inositol
(12)

RuCl3.H,O / NalO,

H,O/ACN/CH,ClI,
0C -ta

En un baléon se colocan 1.64 mmoles (1.2 grs) de (%)-3,4,5,6-Tetra-O-(2-
propilpentanoil)-sulfito ciclico de myo-inositol (12a) recientemente sintetizado y se
agregan 2 ml de acetonitrilo y 2 ml de diclorometano. Se enfria la mezcla a 0°C
(bafio de hielo-agua) y se agrega gota a gota una solucion compuesta de 500 mgs
de iodato de sodio en 3 ml de agua destilada y cantidades cataliticas de Cloruro de
Rutenio monohidrato (5 mg). Se deja reaccionar en la oscuridad durante 1 hora. Se
observa formacién de una suspensién oscura. Se agregan 15 ml de Eter Etilico,
separa y lava fase etérea 3 veces con 5 ml de agua fria. Se separa la fase etérea y
se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en evaporador
rotatorio; se seca el producto hasta peso constante en tambor de vacio, obteniendo
un solido negruzco. Se purifica por cromatografia en columna de silica gel,
utilizando como solvente de elucién diclorometano:hexano 1:1. Se aumenta el
gradiente de la fase mévil a diclorometano:hexano 2:1. Las fracciones se controlan
mediante CCD. Se recogieron 60 fracciones de aproximadamente 6 ml cada una. Se
reunen las fracciones 13-50, por presentar semejante CCD, se concentra el
solvente en evaporador rotatorio y se seca el producto hasta peso constante en
tambor de vacio, obteniéndose 500 mg de un sélido blanco.

Rf producto: 0.63 (diclorometano:hexano 1:1)

Rendimiento: 42 %

Punto de fusién: 61- 63°C

IR (KBr), cm™: 1750 (C=0); 1402 (S0,)

'H NMR (cloroformo-ds): & 0.84-0.96 (m, 24H, CH; valproilo); 1.20-1.71 (m, 32H,
16 x CH,); 2.26-2.52 (m, 4H, CH); 4.99 (dd, J 5.3, J 7.3 Hz, 1H, H-6); 5.10 (dd, J
6.3,J 2.9 Hz, 1H, H-2); 5.28 (dd, J 7.3, J 2.9 Hz, 1 H, H-3); 5.30 (t, J 7.3 Hz, 1 H,
H-4); 5.38 (t, 7 7.3 Hz, 1 H, H-5); 5.50 (dd, 7 5.3, J 6.3 Hz, 1H, H-1).
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Capitulo 5

13C NMR (cloroformo-d;): d 14.08, 14.16, 14.26 (valproil 8 x CHs, solapamiento);
20.54, 20.58, 20.61, 20.72, 20.79, 20.86, (8 x CH,CH;, 2 solapamiento); 33.95,
34.03, 34.06, 34.09, 34.12, 34.18, 34.27, 34.35 (8 x CH,CH,CH3); 44.63, 44.88,
45.02, 45.21 (4 x CH); 67.02, 68.35, 70.20, 71.43, 75.97, 78.23 (inositol 6 x CH);
174.08, 174.12, 174.82, 175.21 (4 x C=0 éster).

Anadlisis elemental: % calculado para CsgHesO12S: PM:746.1 C:61.1, H:8.8,
0:25.8, S:4.3, encontrado C:60.8, H:8.7, 0:26.5, S: 4.0

Sintesis de (+)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-4,5-0-isopropiliden-sulfito ciclico de

myo-inositol (13a)

OH
Pr,HC
2 \n/o OHO X = | N,/CH,Cl,
o) 6 SOC|2+ 2 _—
: ‘Y N\ -
o 'O)I\CHPrz N 0C - t.a.

En un baléon bajo corriente de nitrdgeno seco, se colocan 1.28 mmoles (604 mg)
de (#£)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-4,5-0-isopropiliden-myo-inositol  (5), se
agregan 4 ml de diclorometano anhidro y 2.8 mmoles (0.20 ml) de piridina (p.eb:
114 °C, &: 0.983 gr/ml). Se enfria la mezcla a 0°C (bafio de hielo-agua) y se
agrega gota a gota, desde jeringa purgada con nitrogeno seco, 1.4 mmoles (0.1
ml) de cloruro de tionilo (p.eb: 75 °C, &: 1.638 gr/ml) en 2 ml de diclorometano
anhidro. Se deja reaccionar durante 1 hora. Se observa formaciéon de una solucion
incolora.

Se agrega diclorometano hasta llegar a un volumen total de solucién aproximado
de 10 ml, y se lava tres veces con 3 ml de solucion saturada de cloruro de sodio
fria, controla el pH final con tiras indicadoras de pH Merck, reaccion neutra. Se seca
la fase organica con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en
evaporador rotatorio. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente. Se
obtuvieron 700 mg de un sélido blanco.

No se purifica por la inestabilidad del producto, como fue explicado anteriormente,

y se usa directamente en la siguiente reaccion.
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Sintesis Quimica

Sintesis de (%)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-4,5-0-isopropiliden-sulfato ciclico de
myo-inositol (13)

Pr,HC
RUC'S.Hzo / Na|04

H,O/ACN/CH,Cl,
CHPr; 0C-t.a.

En un baldn se colocan 1.3 mmoles (700 mg) de (+)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-
4,5-0-isopropiliden-sulfito ciclico de myo-inositol (13a) recientemente sintetizado,
se agregan 2 ml de acetonitrilo y 2 ml de diclorometano. Se enfria la mezcla a 0°C
(bafio de hielo-agua). Se agrega gota a gota una solucion compuesta de 350 mg de
iodato de sodio en 3 ml de agua destilada y cantidades cataliticas de Cloruro de
Rutenio monohidrato (5 mg). Se deja reaccionar en la oscuridad durante 2 horas.
Se observa formacién de una suspension oscura. Se agrega 15 ml de Eter Etilico,
separa y lava la fase etérea 3 veces con 5 ml de agua fria. Se separa la fase etérea
y se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en evaporador
rotatorio, se seca el producto hasta peso constante en tambor de vacio,
obteniéndose un sdlido negruzco. Se purifica por cromatografia en columna de silica
gel, utilizando diclorometano como solvente de eluciéon. Las fracciones se controlan
mediante CCD. Se recogen 45 fracciones de aproximadamente 6 ml cada una. Se
juntan las fracciones 12-35 por presentar semejante perfil en CCD, se elimina el
solvente y seca a peso constante en tambor de vacio, peso obtenido 614 mg de un
solido blanco. Se purifica por cristalizacion en diclorometano. Rendimiento de la
cristalizacion: se obtuvieron 228 mg de un sélido cristalino.

Rf producto: 0.54 (diclorometano)

Rendimiento: 36 %

Punto de fusion: 147-148.5°C (diclorometano).

IR (KBr), cm™: 1760 (C=0); 1340 (S0O,).

'H NMR (cloroformo-d3): & 0.87, 0.90, 0.94 (3s, 12H, (CH3)4; 1 solapamiento);
1.24-1.66 (m, 16H, CH,); 1.30, 1.58 [2s, 6H, C(CH3),]; 2.37-2.57 (m, 2H, CH);

4.2 (dd, J 6.8, J 4.3 Hz, 1H, H-5; 4.52 (t, J 10.2 Hz, 1H, H-1); 4.61 (t, J4.3 Hz, 1
H, H-4); 5.17 (t, J 10.2 Hz, 1 H, H-2); 5.42 (dd, J 10.2, J 4.3 Hz,1 H, H-3); 5.50
(dd, J 11.2, 7 6.8 Hz, 1 H, H-6).

13C NMR (cloroformo-ds): & 14.11 (valproil 4 x CHs); 20.58, 20.63, 20.73 (4 x
CH,CHj3, 1 solapamiento), 25.91, 27.76 (2 x CH3); 34.69, 34.76 (4 x CH,CH,CHs;, 2
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solapamiento); 45.29, 45.35 (2 x CH); 67.65, 70.65, 74.25, 76.63, 80.84, 81.09
(inositol 6 x CH); 111.49 (C(CHs);); 175.75, 174.94 (2 x C=0 éster).

Anadlisis elemental: % calculado para C,5H4,040S: PM:534.3 (C:56.2, H:7.9,
0:29.9, S:6.0, encontrado C:56.3, H:7.9, 0:29.6, S:6.2

Sintesis de (t)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil )-di-sulfito ciclico de myo-inositol (14a)

OHO . Nychycl, PPHC
; + 2S0Cl, + 4 || ———
o X 0C - ta.

07 >CHPr, N

7 14a
o
En un baldn bajo atmosfera de nitrogeno, se colocan 3 mmoles (1.3 grs) de (%)-

3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-myo-inositol (6), se agregan 10 ml de diclorometano
anhidro y 13.2 mmoles (1.06 ml) de piridina (p.eb: 114 °C, &: 0.983 gr/ml). Se
enfria la mezcla a 0°C (bafio de hielo-agua) y se agrega gota a gota desde jeringa,
purgada con nitrégeno seco, 6.6 mmoles (0.48 ml) de cloruro de tionilo ( p.eb: 75
°C, 9: 1.638 gr/ml) en 4 ml de diclorometano anhidro. Se deja reaccionar durante
30 minutos, obteniendo una solucidn color naranja.

Se agrega diclorometano hasta llegar a un volumen de solucidon aproximado de 20
ml, y se lava tres veces con 5 ml de solucién saturada de cloruro de sodio fria,
reaccién pH neutro al control por tiras indicadoras. Se seca la fase organica con
sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en evaporador rotatorio. Se
seca en tambor de vacio a temperatura ambiente. Se obtuvieron 1.4 grs de un
solido amarillento.

No se purifica por la inestabilidad del producto, como fue explicado anteriormente,

y se usa directamente en la siguiente reaccion.
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Sintesis de (£)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil )-di-sulfato ciclico de myo-inositol (14)

Pr,HC
RuClz.H,O /NalO,

H,O/ACN/CH,ClI,
0C-t.a.

En un baldon se colocan 2.7 mmoles (1.4 grs) de (+)-3,6-Di-O-(2-propilpentanoil)-
di-sulfito ciclico de myo-inositol (14a) recientemente sintetizado y se agregan 6 ml
de acetonitrilo, 6 ml de diclorometano. Se enfria la mezcla a 0°C (bafio de hielo-
agua) y se agrega gota a gota una solucion compuesta de 700 mg de iodato de
sodio en 9 ml de agua destilada y cantidades cataliticas de Cloruro de Rutenio
monohidrato (10 mg). Se deja reaccionar en la oscuridad durante 2 horas. Se
observa formacién de una suspensién marrén. Se agrega 15 ml de Eter Etilico,
separa y lava fase etérea 3 veces con 5 ml de agua fria. Se separa la fase etérea y
se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en evaporador
rotatorio, se seca el producto hasta peso constante en tambor de vacio,
obteniéndose un sélido negruzco. Se realiza una purificacién por cromatografia en
columna de silica gel, utilizando diclorometano:hexano 5:1 como solvente de
elucién. Las fracciones se controlan mediante CCD. Se recogieron 80 fracciones de
aproximadamente 4 ml cada una. Se juntaron las fracciones 44-70, se elimina el
solvente y se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, obteniéndose 450
mg de un sdlido blanco, el cual se purifica por cristalizacién en frio. Se solubiliza el
producto en la minima cantidad de diclorometano a temperatura ambiente, se
agrega gota a gota hexano, hasta observar ligera opalescencia, y se enfria (lleva a
heladera, congelador y frezeer) se observa formacion de cristales, y centrifuga en
Craig invertido en frio. Seca a peso constante en tambor de vacio los cristales
obtenidos.

Rf producto: 0.60 (diclorometano:hexano 5:1)

Rendimiento: 30%

Punto de fusion: 136-138°C (diclorometano/hexano).

IR (KBr), cm™: 1734 (C=0); 1233, 1155 (S0,).

'H NMR (cloroformo-d3): & 0,88-0.95 (m, 12H, CH3); 1.25-1.68 (m, 16H, CH,);
2.49 (m, 2H, CH); 3.98 (t, J 10.74 Hz, 1 H, H5); 4.48 (dd, J 7.8, J 2.9 Hz 1H, H-1);
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4.88 (dd, 7 7.3, J4.8 Hz Hz, 1 H, H-6); 5.0 (t, 7 10.74, 1 H, H-3); 5.43 (m, 1H, H-
4); 5.6 (m, 1H, H-2).

13C NMR (cloroformo-ds): & 13.97 (valproil 4 x CHs5); 20.69 (4 x CH,CHs,
solapamiento); 34.62 (4 x CH,CH,CH3, solapamiento); 45.14, 45.46 (2 x CH);
67.74, 70.35, 71.36, 79.51, 80.26, 83.12 (inositol 6 x CH); 175.15, 175.56 (2 x
C=0 éster).

Anadlisis elemental: % calculado para Cj;Hs360:,S,: PM:556.6, C:47.5, H:6.5,
0:34.5, S:11.5, encontrado C:47.6, H:6.6, 0:34.4, S:11.4

Sintesis de (t)-3,4,5,6-Tetra-0O-acetil-sulfito ciclico de myo-inositol (15a)

OH
ch\”/o OH
= N,/CH,Cl
" fosoce g (]
O\‘ "O CH3 N 0T -ta.

En un baldon bajo atmosfera de nitrégeno, se colocan 13.68 mmoles (4.76 gr) de
(£)-3,4,5,6-Tetra-O-acetil-myo-inositol (10), se agregan 10 ml de diclorometano
anhidro y 27.4 mmoles (2.2 ml) de piridina (p.eb: 114 °C, &: 0.983 gr/ml). Se
enfria la mezcla a 0°C (bafio de hielo-agua) y se agrega gota a gota desde jeringa
purgada con nitrogeno, 15 mmoles (1.09 ml) de cloruro de tionilo ( p.eb: 75 °C, &:
1.638 grs/ml.) en 2 ml de diclorometano anhidro. Se deja reaccionar durante 2
horas. Se observa una solucion limpida incolora.

Se agrega 15 ml de diclorometano, y se lava tres veces con 5 ml de soluciéon
saturada de cloruro de sodio fria. Controla el pH de la fase acuosa, reaccién neutra
a tira indicadora. Se separa la fase organica y se seca con sulfato de sodio anhidro,
se filtra y elimina el solvente en evaporador rotatorio, se seca el producto hasta
peso constante en tambor de vacio, obteniéndose 4 grs de un aceite amarillento.
No se purifica por la inestabilidad del producto, como fue explicado anteriormente,

y se usa directamente en la siguiente reaccion.
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Sintesis de (+)-3,4,5,6-Tetra-0-acetil-sulfato ciclico de myo-inositol (15)

O

S//

o~ \

HsC _O o

o RuCl3.H,O / NalO,4 R
© . )J\ H,O/ACN/CH,Cl,
HsC O O CHg 0T -ta

15a %
CH;

En un balén se colocan 10 mmoles (4 grs) de (%)-3,4,5,6-Tetra-O-acetil-sulfito
ciclico de myo-inositol (15a) recientemente sintetizado y se agregan 4 ml de
acetonitrilo y 4 ml de diclorometano. Se enfria la mezcla a 0°C (bafio de hielo-
agua). Se agrega gota a gota una solucion compuesta de 2 grs de Iodato de sodio
en 6 ml de agua destilada y cantidades cataliticas de Cloruro de Rutenio
monohidrato (15 mg). Se deja reaccionar en la oscuridad durante 2 horas. Se
observa formacion de una suspensién oscura. Se evapora el solvente en
evaporador rotatorio, quedando una suspensién verdosa. Se agregan 20 ml de Eter
Etilico y se lava la fase etérea 3 veces con 5 ml de agua fria. Se separa la fase
etérea y se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en
evaporador rotatorio, se seca el producto hasta peso constante en tambor de vacio,
obteniéndose un sdlido negruzco. Se purifica por cromatografia en columna de silica
gel, utilizando diclorometano: metanol 40:1 como solvente de elucidon. Las
fracciones se controlan mediante CCD. Se recogen 40 fracciones de
aproximadamente 8 ml cada una. Se juntan las fracciones 8-24, de semejante
comportamiento en CCD, se elimina el solvente en evaporador rotatorio y se seca
en tambor de vacio obteniéndose 2.8 gramos de un sélido blanco, el cual se purifica
por cristalizacion en diclorometano en frio. Se solubiliza el producto en la minima
cantidad de diclorometano a temperatura ambiente, se agrega gota a gota hexano,
hasta observar ligera opalescencia, y se enfria (lleva a heladera, congelador vy
frezeer) se observa formacién de cristales, y centrifuga en Craig invertido en frio.
Seca a peso constante en tambor de vacio los cristales obtenidos.

Se obtuvieron 2.4 gramos de un sélido blanco cristalino.

Rf producto: 0.53 (diclorometano).

Rendimiento: 45 %

Punto de fusidon: 137-140°C. (descompone)

IR (KBr), cm™: 1745 (C=0); 1467 (S0,)

'H NMR (cloroformo-ds): & 2.02, 2.04, 2.06, 2.11 (4s, 12H, COCH;); 5.03 (m, 2 H,
H-4, H-5); 5.29 (m, 3 H, H-1, H-3, H-6); 5.57 (dd, J 6.6, J 8.9 Hz, 1H, H-2).
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13C NMR (cloroformo-ds): d 20.69 (4 x CHs, solapamiento); 67.53, 69.48, 69.62,
70.20, 77.45, 80.09 (inositol 6 x CH); 168.80, 169.06, 169.64, 169.72 (4 x C=0
éster).

Analisis elemental: % calculado para Ci4H1501,S: PM: 410.2 C: 41.0, H: 4.4, O:
46.8, S: 7.8, encontrado C: 40.8, H: 4.4, S: 7.6 O: 47.2

Sintesis de (%)-3,6-Di-O-acetil-4,5-0O-isopropiliden-sulfito ciclico de myo-inositol

OH
OH
7
@ § e soen s o () Mo,
> /’O CH3 0C -t.a.

N
)TO
11

(16a)

En un balén bajo atmédsfera de nitrogeno, se colocan 1.22 mmoles (370 mg) de
(%£)-3,6-Di-O-acetil-4,5-0-isopropiliden-myo-inositol (11), se agregan 5 ml de
diclorometano anhidro y 2.6 mmoles (0.21 ml) de piridina (p.eb: 114 °C, 5: 0.983
gr/ml). Se enfria la mezcla a 0°C (bafio de hielo-agua) y se agrega gota a gota
desde jeringa purgada con nitrogeno, 1.4 mmoles (0.1 ml) de cloruro de tionilo
(p.eb: 75 °C, d: 1.638 grs/ml.) en 1 ml de diclorometano anhidro. Se deja
reaccionar durante 1 hora. Se observa una solucidon transparente.

Se agrega 15 ml de diclorometano, y se lava tres veces con 5 ml de soluciéon
saturada de cloruro de sodio fria. Se controla el pH de la fase acuosa, reaccion
neutra a tira indicadora. Se separa la fase organica y se seca con sulfato de sodio
anhidro, se filtra y elimina el solvente en evaporador rotatorio, se seca el producto
hasta peso constante en tambor de vacio, obteniéndose 0.4 grs de un sdlido
amarillento.

No se purifica por la inestabilidad del producto, como fue explicado anteriormente,

y se usa directamente en la siguiente reaccion.

178



Sintesis Quimica

Sintesis de (+)-3,6-Di-O-acetil-4,5-0-isopropiliden-sulfato ciclico de myo-inositol
(16)

RUCI3.H20 / Na|04

H,O/ACN/CH,CI,
0T t.a

En un baldon se colocan 1.14 mmoles (0.4 grs) de (%)-3,6-Di-O-acetil-4,5-0-
isopropiliden-sulfito ciclico de myo-inositol (16a) recientemente sintetizado y se
agregan 2 ml de acetonitrilo y 2 ml de diclorometano. Se enfria la mezcla a 0°C
(bafio de hielo-agua). Se agrega gota a gota una solucién compuesta de 0.3 grs de
Iodato de sodio en 3 ml de agua destilada y cantidades cataliticas de Cloruro de
Rutenio monohidrato (10 mg). Se deja reaccionar en la oscuridad durante 2 horas.
Se observa formacion de una suspensidon oscura. Se evapora el solvente en
evaporador rotatorio, obteniéndose una suspension verdosa. Se realiza una
extraccién con 15 ml Eter Etilico y 3 veces con 5 ml de agua destilada fria. Se
separa la fase organica y se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el
solvente en evaporador rotatorio, quedando un soélido negruzco. Se realiza una
cromatografia en columna de silica gel, utilizando diclorometano como solvente de
elucién. Las fracciones se controlan mediante CCD. Se recogen 70 fracciones de
aproximadamente 3 ml cada una. Se juntan las fracciones 24-66 de semejante
comportamiento en CCD, se elimina el solvente en evaporador rotatorio y se seca
en tambor de vacio obteniéndose 210 miligramos de un sélido blanco, el cual se
purifica por cristalizacion en diclorometano en frio. Se solubiliza el producto en la
minima cantidad de diclorometano a temperatura ambiente, se agrega gota a gota
hexano, hasta observar ligera opalescencia, y se enfria (lleva a heladera,
congelador y frezeer) se observa formacién de cristales, y centrifuga en Craig
invertido en frio. Seca a peso constante en tambor de vacio los cristales obtenidos.

Se obtienen 176 miligramos de un sélido blanco cristalino.

Rf producto: 0.89 (diclorometano).

Rendimiento: 42 %

Punto de fusion: 138-140°C (diclorometano).

IR (KBr), cm’: 1731cm-1 (C=0), 1270 (SO,)
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'H NMR (cloroformo-d;): & 1.50, 1.60 (2s, 6H, CH5); 2.13-2.19 (m, 6H, COCHs);
4.23 (m, H, H-2), 4.54 (m, 2 H, H-1, H-6), 5.02-5.52 (m, 3 H, H-3, H-4, H-5).

*C NMR (cloroformo-d3): & 20.88 (2 x CH3); 26.11, 27.02 (2 x COCHs;); 70.54,
71.08, 74.36, 80.66, 81.02, 81.61 (inositol 6 x CH); 112.77 (1 x C(CHs),); 169.3,
169.9 (2 x C=0 éster).

Analisis elemental: % calculado para C;3H15010S: PM: 366 x C: 42.6, H: 4.9, S: 8.7
O: 43.8, encontrado C: 42.5, H: 4.8, S: 8.8, 0: 43.9

Conclusiones

En el presente capitulo, Sintesis de los compuestos propuestos, parte central de la
presente tesis, abordo distintas temas, los que se pasan a enumerar:

1) Planificacidn y retrosintesis de las moléculas en cuatro etapas en secuencia
lineal.

2) Preparacién de los reactivos, dado que no son comerciales, cloruro de valproilo,
anhidrido valproico, proteccion de OH selectivamente, acetales mono y diaceténido
del myo-inositol.

3) Sintesis, aislamiento y caracterizacion fisicoquimica de 9 derivados esterificados.
4) Puesta a punto y obtencién por hidrolisis selectiva de 5 derivados.

5) Sintesis de nuevos heterociclos de ellos, 5 sulfitos intermediarios (inestables) y

donde se caracterizaron e identificaron 5 sulfatos derivados del myo-inositol.

Observacién: Los rendimientos finales de reaccion son bajos debido a Ila
complejidad molecular de los compuestos, a la reactividad de los derivados de myo-
inositol, a los numerosos pasos de reaccién y a la formacion de isémeros. El bajo
rendimiento atenta con el objetivo principal que es demostrar la actividad
anticonvulsiva, para lo cual se necesita del orden de 500 mg de cada compuesto,

lo que me obligo a tener que repetir varias veces la preparacion de los mismos.
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Capitulo 6 Evaluacion Biologica

Introduccion

El éxito o fracaso de todo proyecto de desarrollo de farmacos, depende de la
validez del modelo bioldgico elegido para su evaluacion. A lo largo de esta tesis se
han presentado distintos casos, en donde por diferentes motivos, proyectos de
nuevos farmacos presentaron fallas en las pruebas en humanos, hasta casos en que
llegaron a que el medicamento fuera retirado del mercado, a pesar de haber sido
aprobado por los drganos de control para su comercializacion. Los estudios
preclinicos en animales tienen por objeto demostrar la eficacia y seguridad de un

posible farmaco, antes de su introduccidn en voluntarios humanos (Fase I).

Este tipo de modelos evallan la actividad y toxicidad de nuevos candidatos, lo que
permite descartarlos rapidamente si no manifiestan los efectos deseados. Ademas,
proveen informacién inicial sobre la farmacocinética del compuesto y respecto al
posible mecanismo por el cual actuan. Inevitablemente, cualquier compuesto
exitosamente identificado en la etapa preclinica debe ser sometido a la evaluacion
en humanos. Es por ello que se espera que los experimentos en animales tengan
una gran capacidad predictiva respecto a la eficacia y seguridad del farmaco en la
etapa clinica. Todo proyecto de disefio de farmaco, para ser efectivo en sus
resultados debe tener un modelo o test de evaluacion farmacoldgica que cumpla

con las siguientes caracteristicas:

e Tiempo de realizacién de la evaluacion numero de compuestos testeado.

Debe poder evaluar el mayor nimero de compuestos en el menor tiempo posible

e Capacidad de diferenciar los compuestos activos de aquellos que no lo son.
Debe diferenciar sin duda cuales compuestos deben seguir en las etapas posteriores

de evaluacién, de aquellos que deben ser descartados.
e Correlacion no correspondencia entre las evaluaciones en animales y humanos.

El modelo, si bien debe ser simple, en su evaluacion debe tratar de aproximarse lo

mas posible a la patologia en estudio.
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Desarrollo de modelos anticonvulsivos en animales

La generacion de convulsiones en animales para estudiar la actividad
anticonvulsiva y la potencia de compuestos antiepilépticos fue reportada por
primera vez en el afno 1882. El experimento utilizaba un estimulo faradico
administrado de forma directa en el colmillo de un perro para que llegue hasta la
corteza cerebral y fue utilizado para estudiar los efectos protectores del bromuro de
potasio, de la atropina y la chinchona. Las técnicas experimentales recién fueron
utilizadas en investigaciones en gran escala a partir de los trabajos de Merritt y
Putnam hacia finales de la década del 30.' El modelo experimental de inducir
convulsiones propuesto inicialmente por Merrit y Putman consistia en producir
descargas eléctricas, electroshock, en gatos. El éxito de esta técnica cred interés en
desarrollar modelos animales mas simples y menos costosos que requieran menor
cantidad del compuesto a evaluar. En el afio 1945 se reportaron una variedad de
ensayos en ratones orientados a determinar el umbral convulsivo por electroshock.?
Durante el desarrollo de estos ensayos fueron identificados un numero de factores
filogenéticos y ontogenéticos que estan implicados en la produccion de la
convulsion y en la proteccion. Las comparaciones de la respuesta entre la rata y el
ratbn a los compuestos antiepilépticos no mostraron diferencias cualitativas,
aunque se conoce que entre diversas especies de ratones ocurren diferencias
cuantitativas e incluso cualitativas. Una de estas causas se encontré durante los
distintos estados de maduracion del animal, donde se producen llamativos cambios
en la susceptibilidad a la convulsidon y la respuesta a los farmacos. Por lo tanto la
eleccion del animal y su etapa de desarrollo fueron importantes en los ensayos a
realizar. El Pentilentetrazol (PTZ) fue introducido para los ensayos de evaluaciéon de
anticonvulsivos en 1944 por Richards y Everett, cuando demostraron la capacidad
de la trimetadiona de prevenir las convulsiones provocadas por este convulsivante
quimico. Una variedad de otros compuestos quimicos (picrotoxina, metionina
sulfoximide, etc.) fueron subsiguientemente empleados pero ninguno de ellos fue
extensamente utilizado o fue tan efectivo como el PTZ.3
Otra modificacion del ensayo de umbral anticonvulsivo por electroshock, fue el
ensayo de baja frecuencia o “psicomotor”. La semejanza de la reaccion producida
con las convulsiones parciales complejas y la inhibicion de esta por la fenacemida,
un farmaco particularmente eficaz contra este tipo de convulsién, apoyaron
inicialmente su reputacion como un modelo selectivo de investigacién. Pero en
1953, Brown y col.* investigaron la diferencia entre el ensayo psicomotor y el

ensayo del umbral minimo de electroshock utilizando 8 farmacos de uso clinico.
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Encontraron que las medidas de los dos ensayos eran cualitativamente equivalentes
y las clasificaciones de los farmacos eran similares. No pudieron encontrar ninguna
correlacién entre los resultados del ensayo psicomotor y la eficacia en convulsiones
psicomotoras y se concluyé que no habia fundamentos para el uso de este ensayo
como prueba especifica.

Asi se ponia de manifiesto que ninguno de los ensayos disponibles eran capaces de
la identificacién de todos los farmacos conocidos clinicamente efectivos. Los
investigadores comenzaron a construir perfiles de acciéon de los compuestos
basados en grupos de modelos de convulsiones. Estos modelos incluyeron
generalmente el ensayo de Electroshock maximo, el ensayo de Pentilentetrazol, y al
menos uno de los siguientes ensayos: el umbral de electroshock de 60 Hz o el
ensayo de convulsidén por electroshock de baja frecuencia. La composicion de este
grupo de ensayos, muestra el conocimiento que se dispone para conocer que la
modificacion en el patron de convulsiones maximas y la elevacion del umbral
convulsivo representaban dos mecanismos fisioldgicos diferentes. Jenney y col®, a
través de un estudio de los ensayos MES y PTZ demostraron que la actividad
antipentilentetrazol correlacionaba bien con la eficacia clinica de las crisis de
ausencia y la actividad anti MES correlaciona con la eficacia clinica en las
convulsiones generalizadas y parciales. Everett y Richards demostraron que las
convulsiones inducidas por PTZ pueden ser bloqueadas con Trimetadiona (TMO) y
Fenobarbital (PB) pero no por Fenitoina. Posteriormente Lennox demostré que TMO
fue efectivo en disminuir o prevenir las crisis de ausencia pero fue inefectivo o
empeord las convulsiones generalizadas ténico-clonicas. El éxito de TMO en clinica
y su habilidad para bloquear el umbral de las convulsiones inducidas por PTZ
suministraron la correlacién necesaria para establecer el ensayo PTZ como un

modelo de crisis de ausencia o petit mal.

Los estudios preclinicos en animales pueden clasificarse de acuerdo a dos grandes
categorias:®
1- modelos de ataques agudos.

2- modelos de epilepsia croénica.

En los ensayos de ataques agudos, se provoca la convulsiéon en animales no
epilépticos mediante un estimulo fisico o quimico. Los mas utilizados son la
induccion eléctrica (Maximal Electroshock Seizure test o ensayo MES) y la induccion
quimica por administraciéon de pentilentetrazol (ensayo PTZ o Met). En el ensayo
MES se induce el episodio convulsivo mediante la aplicacion de una descarga

eléctrica controlada. En el ensayo PTZ, éste se provoca mediante la administracion
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de un agente convulsivo: el pentilentetrazol (PTZ). En ambos casos se mide la
capacidad de un farmaco, administrado previamente, para evitar la convulsion
inducida.

Por otra parte, en los modelos de epilepsia crénica se promueve que los
animales manifiesten los ataques epilépticos en forma espontanea, o que sean mas
susceptibles al mismo. Los modelos

El modelo de encendido de amigdala de

genéticos, junto con los experimentos de epilepsia  parcial es frecuentemente

. ’ 7 I i
encendido de amigdala,” son los mas tilizado en el proceso de desarrollo de

precisos a la hora de definir un perfil farmacos anticonvulsivos. En

preclinico. El mérito del trabajo con contraposicion con el ensayo MES y PTZ, el

modelos de epilepsia crénica para la encendido es un modelo de epilepsia focal

identificacion de nuevos compuestos se y = batente predictho de 8 eplepon

ilustra usualmente con el descubrimiento del levetiracetam, farmaco recientemente
incorporado al mercado. Este compuesto es inactivo en MES y PTZ pero es muy
activo cuando se testea frente a modelos genéticos o de encendido de amigdala. La
eficacia de este compuesto parece deberse a que actla por un nuevo mecanismo
de accién, dado que muestra un comportamiento electrofisioldgico atipico relativo a

los otros farmacos conocidos.

En el presente, los tres modelos in vivo que son utilizados rutinariamente en

las fases iniciales de las evaluaciones, en la mayoria de los programas de
descubrimiento de farmacos antiepilépticos, incluyen el ensayo MES (Maximal
Electroshock Seizure test) y el ensayo PTZ (Pentilentetrazol test), y los modelos de
encendido de amigdala (kindling). De ellos los modelos de convulsiones MES y
subcutdneo PTZ (scPTZ) representan los modelos animales de convulsiones mas
utilizados.
Los ensayos clasicos con animales no epilépticos (como MES y PTZ) fallan en la
identificacion de nuevos mecanismos, por lo que se dificulta el descubrimiento de
drogas que actuan de forma diferente a las conocidas. Por razones practicas, los
ensayos mas utilizados no son modelos de epilepsia crénica. Estos son
extremadamente laboriosos como para un testeo inicial, requieren mayor cantidad
de recursos y demandan mucho mayor tiempo.

Los ensayos MES y scPTZ se conducen facilmente, y son favorables a las
investigaciones cuando hay que evaluar muchos compuestos, dado que requieren
técnicos expertos pero una inversidon minima en equipamiento. Los datos obtenidos
son valiosos con respecto a la potencial actividad anticonvulsiva de un farmaco en

investigacion. Con una excepcidon, el Levetiracetam (LEV), todos los farmacos
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antiepilépticos actualmente disponibles fueron encontrados activos en uno o ambos

de los mencionados ensayos.® (Tabla 6.1)

Tabla 6. 1. Correlacion entre la eficacia anticonvulsivante y la utilidad clinica de
farmacos anticonvulsivantes establecidas en modelos animales experimentales.

Modelo Tipo de Crisis clinica
Experimental
Ténico-clonicas Ausencias Convulsiones
generalizadas generalizadas y/o Parciales
miocldnicas
MES (extension
ténica) CBZ, PHE, VPA,
PB, FLB, GBP,
LTG, TOP, ZNS.
PTZ (convulsion ESM, VPA, PB,
clonica) BZD, FLB, GBP,
TGB, VGB.
Encendido de CBZ, PHT, VPA, PB,
amigdala BzZD, FBM, GBP, LTG,
(kindling) TPM, TGB, ZNS, LVT,
(convulsiones VGB.

focales)

MES: Electroshock maéximo, CBZ: carbamazepina, PHE: fenitoina, VPA: valproato, PB:
fenobarbital, FLB: felbamato, GBP: gabapentin, LTG: lamotrigina, TOP: topiramato, ZNS:
zonizamida, ESM: etosuccimida, BZD: benzodiacepina, TGB: tiagabina, VGB: vigabatrin, LVT:
levetiracetam.

El proceso de “evaluaciéon en masa”, desarrollado por Goodman y col.?,
quienes emprendieron extensivos estudios sobre la “terapia y fisiologia de
desordenes convulsivos experimentales” permitieron que los modelos de
convulsiones inducidas por MES y PTZ, fueran considerados en los afios 60°s los
Unicos modelos necesarios para la evaluacion de farmacos anticonvulsivos, ya que
sus efectos se correlacionaban con todos los aspectos de la epilepsia clinica , y
miles de compuestos fueron evaluados utilizando estos modelos. El programa de
busqueda de Farmacos Antiepilépticos del Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos (NIH) fue la culminacién de este desarrollo. Entre 1975 y 1995 el programa
del NIH evalué 16000 compuestos utilizando el ensayo MES y también el ensayo
PTZ. De estos 16000 compuestos, 2700 mostraron tener accién anticonvulsiva, 130
fueron evaluados en estudios mas avanzados, 11 entraron en pruebas clinicas, 6
han sido presentados para su aprobacién y uno ha sido lanzado al mercado
(Felbamato). Se estima que para estas evaluaciones se llevaron a cabo mas

de 5 millones de experimentos en animales.
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Los modelos MES, PTZ y de encendido desempefiaron un importante papel en el
desarrollo de la segunda generacién de farmacos antiepilépticos introducidos desde
1993 y como tales han contribuido a mejorar el control de las crisis de los pacientes
epilépticos. Sin embargo, ninguno de estos modelos de convulsiones reflejan
necesariamente el modelo “ideal” de la epilepsia. A este respecto, el modelo “ideal”
debe reflejar una fenomenologia y patofisiologia similar a la epilepsia humana.

Desde una perspectiva del descubrimiento de farmacos, el modelo ideal debera
proporcionar una oportunidad de determinar la eficacia contra un fenotipo de
convulsiones farmacorresistentes y permitir la evaluacién temprana de la habilidad
de un farmaco para modificar el curso de la epilepsia que sigue a un dafio
epileptogénico. Desafortunadamente, es altamente improbable que cualquier
modelo animal pueda predecir el potencial terapéutico completo de un farmaco
antiepiléptico en desarrollo, debido a que la epilepsia humana es un desorden
neuroldégico heterogéneo que abarca muchos fenotipos y sindromes de la
convulsion. Esto hace necesaria la evaluacion de los farmacos en desarrollo en

varios modelos de sistemas sindrome especificos.

Programa de Desarrollo de Farmacos Antiepilépticos.

La evaluacién de la actividad anticonvulsiva de los compuestos sintetizados y
su efecto neurotdxico, se realizé de acuerdo al Programa de Desarrollo de Farmacos
Antiepilépticos.’ Este programa fue impulsado por el sector dedicado a la epilepsia
del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NINCDS-NIH), e incluye una
serie de fases experimentales destinadas a la evaluacion preclinica, que se agrupan
dentro del Anticonvulsant Screening Program (ASP). Este programa presenta 7

fases preclinicas, las cuales se describen en la Tabla 6.2.
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o Especie Via de
Descripcion ]
animal adm.?
Identificacion del nivel de actividad
Fase I . - s
anticonvulsiva y neurotoxica. Ratén i
-ensayo MES P
-ensayo PTZ
-ensayo Rotorod
Cuantificacién de la actividad anticonvulsiva y
Fase II Lo
neurotoxica como DEsg, DTsq y IT. . .
Raton i.p.
-ensayo MES
-ensayo PTZ
-ensayo Rotorod
Fase III Perfil de toxicidad. Ratén i.p.
-DLsg
-DHsg
Fase v  cuantificacion de la actividad anticonvulsiva por via Raton p.o.
oral para determinar las caracteristicas de absorcion y
metabolismo.
F Diferenciacién y comparacion con drogas
ase V YR : . L.
antiepilépticas conocidas para la determinacion del
mecanismo de accion.
-ensayo de umbral convulsivo por PTZ Raton i.p.
-ensayo de umbral convulsivo por picrotoxina
-ensayo de umbral convulsivo por bicuculina
-ensayo de umbral convulsivo por estricnina
-estudios in vitro de union a receptores
Cuantificacion de la actividad anticonvulsiva y
Fase VI neurotéxica como DEsg, DTso y IT de otras Rata p.0.
especies.
Fase VII Estlchmn glle la DLz y de los efectos de
administracion prolongada.
-DL; luego de administracidn diaria durante 3 dias.
Rata p.o.

-Administracion durante 5 dias

-Ensayo de duracién de suefio por hexobarbital
-Estudios in vitro de enzima microsomal
(mutagenicidad)

Tabla 6.2. Descripcion de las fases del programa ADD. ? via de administracion:
intraperitoneal (i.p.) u oral (p.o.). DEsy: dosis efectiva media, DTsy: dosis toxica
media, IT: indice terapéutico, DLsy: dosis letal media, DHsy: dosis hipnética media,
DLs: dosis letal minima. Informacion tomada de Porter y colaboradores®

La fase I del programa consiste en la identificacion de los compuestos con
actividad significativa y baja neurotoxicidad mediante el testeo en ratones de los

ensayos MES, PTZ y Rotorod (tabla 6.2). Actualmente se realiza midiendo la
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respuesta frente al ensayo MES a 0.5 y 4 horas, administrando el compuesto a
concentraciones de 30, 100 y 300 mg/kg para cada tiempo. Se usan tres animales
para cada dosis. El mismo esquema se sigue para PTZ y todos los ratones usados
se someten al ensayo de Rotorod, previa y post administracion del compuesto a
ensayar.

De acuerdo a los resultados obtenidos los compuestos pueden clasificarse en cuatro

categorias:*°

Categoria 1.- Son aquellos compuestos que presentan actividad anticonvulsivante
a dosis de 100 mg/kg o menos. Estos compuestos pasan a la fase 2.

Categoria 2.- Son aquellos compuestos que presentan actividad anticonvulsivante
a dosis mayores a 100 mg/kg. Puede o no seguir con futuras evaluaciones de
acuerdo a lo novedoso de su estructura.

Categoria 3.- Compuestos inactivos a dosis inferiores a 300 mg/kg. Son
aquellos que no muestran actividad o solamente a 600mg/kg. Son excluidos en las
futuras consideraciones.

Categoria 4.- Aquellos que muestran actividad y neurotoxicidad a dosis de 30
mg/kg o menos, los cuales son usualmente reensayados a una dosis menor a
30mg/kg.

La fase 2 implica la cuantificacion de la accién anticonvulsiva en ratones. En
esta segunda etapa se determina la dosis efectiva media (DEsy) en MES y PTZ.
Asimismo se calcula la dosis toxica media (DTsg) y con ella el indice terapéutico (IT)
que presenta el compuesto (Tabla 6.2). Para ello inicialmente se establece el
tiempo de efecto maximo (TEM), el cual surge de la evaluacién de la droga a
distintos tiempos; generalmente a 30, 60, 120 y 240 minutos (o hasta que el
tiempo de mayor actividad o neurotoxicidad haya pasado). Las dosis mencionadas
en fase 2 se calculan al TEM determinado. Detalles de estos calculos se explican
mas adelante en la parte experimental del presente trabajo.

La dosis efectiva media y la dosis toxica media son parametros muy importantes
por tratarse de los indicadores mas usados en el analisis de la potencia de un
compuesto en la etapa preclinica. Ademas permiten la comparacion con los
correspondientes a farmacos antiepilépticos ya conocidos.

En este trabajo se aplicaron las dos primeras fases de este programa para la
evaluaciéon anticonvulsiva y neurotéxica de heterociclos derivados del Acido
valproico y myo-inositol. A continuacion se describen las condiciones

experimentales y la metodologia especifica utilizada, tanto para la clasificacion de
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los compuestos de acuerdo a la fase 1, como para el célculo de las dosis indicadas

en la fase 2 de los compuestos mas activos.

Trabajo experimental de Evaluacion Bioldgica

Animales de experimentacion.

Los animales utilizados en las evaluaciones farmacoldogicas para la
determinacion de la actividad
anticonvulsiva como neurotdxica son
ratones albinos adultos (provenientes del
bioterio de Ila Facultad de Ciencias
Veterinarias - U.N.L.P.), cuyo peso es de
18 a 23 g. (figura 6.2). Los animales
fueron mantenidos en el Bioterio de

transito del Area Disefio de Farmacos de

@ Facultad s deS CIENCias S EXactas Figura 6.1. Jaula colectiva que usan los

(U.N.L.P.), que consta de un ambiente ratones antes del ensayo, se observa el libre
para la cria y mantenimiento de los acceso de los mismos al agua y comida.
ratones y otro ambiente separado para la determinacion tanto de la actividad
anticonvulsiva como neurotdxica. Los ratones se mantienen en jaulas colectivas
(figura 6.1) de hasta 12 animales por sexo y rango de peso, como una medida de
la etapa de crecimiento que poseen (crias en amamantamiento, animales jévenes,
adultos, animales en reproduccién y hembras prefiadas, etc.).

Se han usado sélo los machos para

f s |
evitar la influencia del sexo. Se ha tratado =

de usar los animales de similar edad (de
4 a 7 semanas de vida) para minimizar la
variabilidad bioldgica y el criterio de
seleccién fue el peso. Los animales fueron
mantenidos en ciclos de 12hs. de

luz/oscuridad y permitiendo el libre

acceso al alimento balanceado y agua,

Figura 6.2. Ratones albinos en jaulas
individuales utilizadas durante el
separados en compartimientos ensayo bioldgico.

(excepto durante el ensayo, donde estan

individuales (figura 6.2) (para ensayos mayores a 4hs. se permite el acceso al agua

y para mayores a 8 hs también el alimento). Los animales recién recibidos en el
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Bioterio se estabilizan durante una semana antes del ensayo, con el objeto de
compensar a las restricciones de agua, alimento y el posible estrés por el traslado y
cambio del ambiente, es lo que se conoce como periodo de adaptacion.

En el momento de los ensayos, los ratones son pesados y colocados en
compartimentos individuales hasta la finalizacion de la evaluacion. Una vez
finalizada la determinacion de la actividad bioldgica, los animales son guardados en
lotes separados por tiempo (para la determinacion del TEM) y por dosis empleados
(durante la determinacion del DEsy). Estos ratones son observados durante 72 hs,
con el objeto de detectar posibles efectos toxicos que pudiesen manifestarse a largo

plazo ocasionando, por ejemplo, la muerte del animal.

Preparacion y administracion de los compuestos.

A la hora de evaluar la actividad bioldgica se deben preparar las soluciones
de los compuestos para la administracion a los ratones. El programa ADD
(Antiepileptic Drug Development) admite el empleo de soluciéon fisioldgica (para
compuestos solubles en agua), soluciones de metilcelulosa y polietilenglicol 400
(PEG 400) para la preparacion de soluciones, suspensiones o emulsiones (para
compuestos que son poco o insolubles en solucion fisioldgica). Los compuestos
estudiados no son solubles en agua, por lo tanto no fue posible preparar soluciones
con solucién fisiolégica. Se utilizd el PEG 400 y para que no influya en los
resultados bioldgicos, no se debe usar mas de un cuarto de la DLsg (dosis letal
media) de dicho solvente, para evitar confusiones en los resultados obtenidos. Asi,
el PEG 400 posee un valor de dosis letal media de 12.6 ml/Kg de raton cuando la
administracién es i.p. y de 26 ml/Kg de ratén cuando la administracién es via p.o.*!
Debido a esto se utiliza 3 ml de PEG 400 por kilogramo de ratén para solubilizar el
compuesto a administrar por via intraperitoneal. Dependiendo del compuesto se
utiliza solamente el PEG 400 o con agregado de cantidades variables de agua.
Siempre se respeta el volumen de PEG 400 que es de 3 ml por Kg de ratén y la
cantidad de agua agregada puede variar (dependiendo de la solubilidad del
compuesto) siendo el volumen maximo utilizado de 7 ml por Kg de raton (el
volumen final del compuesto llega a ser de 3ml/Kg de ratdon solamente con el
agregado de PEG 400 y un maximo de 10 ml/Kg con el agregado adicional de 7ml
de agua, pudiendo ser voliumenes intermedios dependiendo de la cantidad de agua
agregada).

Cuando el compuesto es sodlido, se morterea hasta obtener un polvo fino
homogéneo y se solubiliza en PEG 400. Se somete a ultrasonido para favorecer la

disolucion, y si no se logra solucion limpida, se calienta a 37°C la preparacion.
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Luego se agrega agua y se repite el sonicado y calentamiento si es necesario hasta
obtener una soluciéon limpida. Cuando el compuesto es liquido, se solubiliza con PEG
400, y si no se logra disolucion, se calienta a 37°C. Luego se incorpora el agua y
repite la operacion si es necesario.

Al momento de la administracion, las preparaciones son soluciones limpidas en PEG
400 o en la mezcla de PEG 400 con agua. Para un ratéon de 20 g, segun las
proporciones de PEG 400 y agua utilizados, los volimenes de administracion varian
desde 0,06 hasta 0,20 ml. Para la administracion de la solucion se utilizan jeringas

de 1 ml con graduaciones al 0,01 ml.

Las vias de administracion pueden ser:

* Via i.p. (intraperitoneal): la inyeccion se realiza en
el abdomen del animal formando un angulo de 30°
aproximadamente con el plano del cuerpo, utilizando
agujas 27G 1/2 cuando se inyectan soluciones y 25G
5/8 cuando se trata de suspensiones o emulsiones. Al

retirar la aguja se presiona suavemente con un trozo

de algodon para verificar posibles pérdidas de
Figura 6.3. Via de administracion

volumen de administracion. intraperitoneal (i.p.)

* Via p.o. (oral): la administracion se realiza por
via oral a través de una aguja especialmente
adaptada o una canula de teflén para poder llegar
hasta el estdbmago del animal (figura 6.4).

* Via s.c. (subcutanea): la inyeccion se efectlia en un

pliegue suelto de la piel de la linea media de la nuca

del ratén. Se utiliza aguja 27G 1/2 y se controla 3
que no haya pérdida de la solucién del compuesto. Figura 6.4. Via de administracion
La via de administracion s.c. se utiliza para la
aplicacion de los agentes convulsivos (en este
trabajo, PTZ), mientras que la via i.p. y p.o. se
utilizan para la administracién de los compuestos a

evaluar dependiendo de la fase de evaluacion.

Figura 6.5. Via de administracion
subcutanea. (s.c.)
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Modelos animales utilizados.
Ensayo MES.

Este ensayo consiste en la aplicacién de una descarga eléctrica controlada a
animales de experimentacidon (en ratones para este trabajo) con el objeto de
provocarles un episodio convulsivo. Se determina la capacidad que tiene un
compuesto administrado previamente, de prevenir la convulsién. Este modelo
identifica a los compuestos que previenen la propagacion de la descarga convulsiva.
Aparato utilizado: el equipo utilizado para la generacion del estimulo eléctrico que
provoca la convulsion en ratas y ratones, responden en lineas generales al disefio
original propuesto por Woodbury y Davenport.!?

En el Laboratorio de Quimica Medicinal cuenta con un equipo Ugo Basile — Biological
Research Apparatus, Varese, Italia, uno de los modelos de aparatos de electroshock
mas nuevos usados actualmente en las pruebas de convulsion.

En este aparato se pueden fijar:

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

- la frecuencia del estimulo (o sea la cantidad de pulsos por segundo), entre 1 vy
250 Hz,

- la duracidn total de la descarga, entre 0,1 y 9,9 segundos, y

- el ancho del pulso de corriente, entre 0,1 y 9,9 milisegundos.

Para el ensayo en ratones, se emplean los parametros tipicos de estimulacion para
lograr una convulsion, es decir, una corriente de 50 mA, con una frecuencia de 60
Hz, y un ancho de pulso de 2,8 milisegundos, aplicando el estimulo durante 0,2
segundos, de esta manera se logra obtener un tren de ondas rectangulares que
provoca una respuesta convulsiva. El estimulo aplicado bajo estas condiciones
corresponde a 4-5 veces el necesario para llegar al umbral de convulsion.

Existen distintos tipos de electrodos que se conectan al equipo y permiten entregar
el paquete de descarga eléctrica deseada al animal. Los electrodos de orejas y los
electrodos de cornea, que son los mas utilizados en el Laboratorio de Quimica

Medicinal ya que se cuentan con ambos tipos.

Figura 6.6. Electrodos de orejas y electrodos de ojos
de cérnea.
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Los resultados de proteccion frente al ensayo MES presentados en este trabajo de
Tesis se obtuvieron con electrodos de orejas en todos los casos. Los electrodos son
humedecidos con gel fisioldgico para conduccidén eléctrica en el momento de la
aplicacion en las orejas del animal, con el objeto de asegurar el contacto y
favorecer la conduccién de la corriente eléctrica.

Las convulsiones maximas comprenden un periodo corto de flexidn tonica seguido
de un periodo mas largo de extension tonica de los miembros posteriores, y

finalmente se observa un episodio cldnico (figura 6.7).

(@) (b) (©)

Figura 6.7. Fases de la convulsion maxima:(a) flexién tdnica, (b) extension tonica y (c)
fase clonica.
La supresion de la fase de extension tonica de los miembros posteriores (si la
extension ténica de estos miembros no excede de 90° con respecto al plano del
cuerpo) indica que el compuesto puede prevenir las convulsiones inducidas por
electroshock. Como se describe en la literatura,’® se consideré que la droga
protegié frente a MES cuando en el ensayo no se observé convulsion maxima luego

del estimulo.

Ensayo PTZ.

En este ensayo se inducen los episodios convulsivos por medio de un agente
convulsivo: pentilentetrazol (PTZ) o metrazol. Aqui también se analiza la capacidad
de un compuesto, administrado previamente, para prevenir la convulsion. Este
modelo identifica compuestos que elevan el umbral convulsivo.

La solucion de PTZ a utilizar se prepara momentos antes de la inyeccion en frasco
opaco para evitar la fotodegradacion. El PTZ se prepara en solucion fisioldgica y se
administra a razén de 5ml/kg, ya que se observa que utilizando un mayor volumen,
aumenta las probabilidades de pérdida de dicha solucion por el punto de inyeccion
al retirar la aguja. La cantidad de PTZ administrada (85 mg/Kg.) corresponde a la
DCy; en ratones, es decir aquélla que es capaz de inducir convulsiones en el 97 por

ciento de los animales.!* El PTZ puede administrarse por varias vias. La via s.c. es
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la mas utilizada aunque también puede utilizarse la via i.p. a dosis 50-75 mg/Kg. o
la i.v. (intravenosa) a 50 mg/Kg. Los resultados de proteccidon frente al ensayo PTZ
presentados en este trabajo corresponden al uso de la via s.c. Una vez inyectados
con PTZ, los animales son observados durante 30 minutos para determinar si se
produce alguna convulsion. El PTZ provoca inicialmente sacudidas clonicas, que
luego se hacen mas sostenidas, y pueden conducir a un episodio tonico clonico.

Como criterio para decidir proteccion o no frente a la convulsion, se toma la
aparicion de al menos un episodio clénico continuo de mas de 5 segundos de
duracion. Como resultado de cada ensayo frente al ensayo PTZ se obtiene el

porcentaje de proteccién del compuesto evaluado.

Ensayo Rotorod.
Este ensayo mide el efecto neurotdxico, manifestado como sedacién o
ataxia, que puede provocar un compuesto anticonvulsivo. Un ratén normal es capaz
de mantener el equilibrio sobre un cilindro giratorio por largos periodos de tiempo.
La inhabilidad de un ratén de mantener la caminata sobre el cilindro en cada uno de
3 ensayos sucesivos de 1 minuto, se considera como signo de sedacién o ataxia.
Aparato utilizado: se utiliza un equipo construido en la Facultad de Ingenieria de la
UNLP, en base al disefiado inicialmente por Dunham y Miya,’® y a semejanza del
Roto-Rod tredmill for mice (Ugo Basile — Biological Research Apparatus, Varese,
Italia). Este aparato consiste en un
cilindro acrilico estriado de 3 cm de
didmetro que gira a 6 r.p.m. sobre el
cual se ubican los animales, separados
unos de otros por paneles circulares
opacos. Los animales que caen, lo hacen
sobre una bandeja situada debajo del

cilindro.

La velocidad de rotacion puede
graduarse en forma continua. Como  Figura 6.8. Aparato de Rotorod.
resultado de cada ensayo frente al ensayo

Rotorod se obtiene el porcentaje de toxicidad del compuesto.
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Fase 1. Identificacion de la accién anticonvulsiva y neurotdéxica de los

heterociclos derivados del myo-inositol.

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos mediante la evaluacién
bioldgica frente a los ensayos MES, PTZ y Rotorod de los compuestos sintetizados,
correspondientes a la primera fase del programa ADD.

En MES y PTZ los resultados de actividad se expresan como la relacién entre el
numero de animales que son protegidos respecto al nimero de animales totales

usados en el ensayo:

Actividad = numero de animales protegidos
numero total de animales

En Rotorod los resultados se formulan en funcidon de la toxicidad de la droga; que
es la relacion entre el nUmero de animales que caen del cilindro respecto al numero

de animales totales usados en el ensayo:

Toxicidad = numero de animales que caen
numero total de animales

Siguiendo los lineamientos del programa ADD,° se midi6 la respuesta frente a estos
ensayos luego de 0.5 y 4 hs de administrado el compuesto; a concentraciones de
30 y 100 mg/kg para cada tiempo. Tanto los ensayos como la administracién se
realizaron de la forma previamente detallada. Se efectlo una Unica modificacion al
programa relacionada con el nimero de animales utilizados. El uso de un animal
para el testeo a dosis de 30 y 100 mg/Kg se considero insuficiente para obtener
resultados confiables. Al tratarse del ensayo inicial para la deteccidén de actividad de
compuestos, que es el que determina si se continda la evaluacién del mismo, el uso
de un Unico animal puede no ser significativo. Buscando un resultado mas seguro,
se utilizaron generalmente 3 ratones por dosis en el ensayo MES (tabla 6.3).

En el ensayo PTZ, se utilizaron 2 ratones por dosis. Esto se fundamenta en la
experiencia recabada en nuestro laboratorio, que muestra que este ensayo es muy
concluyente y a la vez muy cruento. Una vez administrado el PTZ, si la droga
testeada no es efectiva, el animal comienza a sufrir episodios convulsivos
rapidamente y estos duran mucho tiempo (generalmente mas de media hora). En
base a esto se eligid trabajar con dos ratones por dosis en esta fase. Todos los

ratones usados en MES y PTZ fueron previamente sometidos al ensayo de Rotorod
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para cada tiempo y dosis. Con esta informacidon se evalud la neurotoxicidad, dado
que este ensayo es independiente del test al que preceden.

En la tabla 6.2 se expresan los datos obtenidos en esta etapa de evaluacion,
incluyéndose la clasificacion de los compuestos de acuerdo a la actividad
observada.

Los resultados obtenidos muestran a los 5 compuestos derivados de sulfato ciclico
como activos, y corresponden a la categoria 1 en el ensayo MES. Esta clase
comprende a las especies con mayor actividad antiepiléptica que presentan
proteccion a dosis de 100 mg/Kg o menores.

En cuanto al ensayo PTZ, las moléculas no mostraron actividad a las dosis vy
tiempos ensayados.

El compuesto 10, intermediario de sintesis del compuesto 15 no presenta actividad
anticonvulsiva a las dosis y tiempos ensayados.

Si bien la clasificacion expuesta considera promisorios compuestos activos en dosis
hasta 100 mg/kg, en este trabajo, dada la marcada actividad de los compuestos, se
fue mas estricto en la seleccidn, se eligieron solo las moléculas muy activas frente
al ensayo MES (a 30 mg/Kg) e inactivas frente a PTZ a las dosis ensayadas. Se
eligid la determinacién de la DE50 del compuesto 15 ya que no posee acido
valproico en su estructura, pero si la funcién sulfato, con el objeto de cuantificar su
presencia. Esta decision se realizd con el objeto de continuar con las evaluaciones
solo de los compuestos que presenten una actividad similar o mayor a las drogas

antiepilépticas actuales, en el modelo de evaluacién utilizado.

Compuesto
P Clase . Test MES | Test PTZ Test
en Dosis Rotorod
MES (mg/kg) | 0,5 0,5 0,5
test h 4h h 4h h 4h

1 30 2/3 | 0/3 | 0/3 |0/3| 0/6 |0/6
100 o/3 | 1/3 | 0/3 |0/3 | 0/6 |0/6
1 30 o/3 | 1/3 | 0/3 |0/3 | 0/6 |0/6

100 o/3 | 1/3 | 0/3 |0/3 | 0/6 | 0/6
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30
1 100
30
1 100
30
1 100
30
3 100
CHs
10

0/3 | 0/3 | 0/6 | 0/6
0/3 [0/3 | 0/6 | 0/6
0/3 [0/3 | 0/6 | 0/6
0/3 | 0/3 | 0/6 | 0/6
0/3 | 0/3 | 0/6 | 0/6
0/3 [0/3 | 0/6 | 0/6
0/3 | 0/3 | 0/6 | 0/6
0/3 | 0/3 | 0/6 | 0/6

Tabla 6.3. Evaluaciéon farmacoldgica de los compuestos sintetizados, segun lo

determinado para la fase 1 del programa ADD. En la determinacion de Ila

actividad en Fase 1 observamos que los compuestos ensayados 12-16

poseen actividad anticonvulsiva sélo en el ensayo MES y ademdas se

clasifican en Clase 1, la mas activa.
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Fase 2. Cuantificacion de la actividad anticonvulsiva y neurotoxica.

Consideraciones:
De acuerdo a lo expresado en el inicio de este capitulo, sélo se debe avanzar en la
evaluacion bioldgica de aquellos compuestos que tengan realmente posibilidades de
llegar a ser un farmaco, de acuerdo al modelo elegido. Basicamente, en nuestro
caso, se determina el perfil Fase 1 del ADD, si el/los compuestos se perfilan
interesantes, se continlda con Fase II, que es determinacion de la DEsy, TEM, DTsg.
Muchos pueden ser los considerandos a tener en cuenta para usar este criterio,
pero el principal, son las normas éticas sobre el manejo experimental de animales,
no podemos probar farmacos donde exista una cierta duda sobre su efectividad.
Este criterio es el que primo para determinar la DEsg de los compuestos que figuran
a continuacién.

Descripcion

La determinacion cuantitativa de la actividad anticonvulsiva y neurotdxica,
implic6 que se determinara inicialmente los tiempos de efecto maximo de los
compuestos en estudio (TEM). De acuerdo a las etapas del programa ADD, cada
compuesto debe ensayarse a distintos tiempos frente a los ensayos de MES, PTZ y
Rotorod; a fin de determinar el momento de mayor actividad y neurotoxicidad.
Generalmente los TEM son coincidentes, es decir que los picos de maxima accion
anticonvulsiva y neurotdéxica se alcanzan simultaneamente. El TEM en el ensayo
MES se determind mediante la evaluacién de cada compuesto a diferentes tiempos,
graficando la respuesta en funcion del mismo. Se emplearon al menos 4 animales
por tiempo. Una vez graficado, se determino el TEM por inspecciéon visual. Definido
este, se procedid a la determinacion de la DEsq. Se emplearon grupos de
aproximadamente 6 ratones por dosis. Las dosis se calcularon de modo de tener al
menos 4 puntos comprendidos entre ausencia de proteccidn y proteccién total.
Los resultados se analizaron mediante el método estadistico de Litchfield vy
Wilcoxon.'®
Este procedimiento es el mas utilizado debido a su alta capacidad de respuesta en
experimentos bioldgicos de tipo dosis-efecto. Los datos experimentales se
cuantifican como % de proteccion, que es la relacion porcentual entre el nimero de

animales que son protegidos respecto al nimero de animales totales:

% Actividad =_nimero de animales protegidos .100
numero total de animales
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Estos valores se convierten en probits y se grafican en funcién del logaritmo de la
dosis. Se elige la recta mas adecuada y se interpola a probit 5, que es el valor de la
DEsy. El peso estadistico de la funcién propuesta se evalla en base a los valores
esperados y observados, obteniendo un valor de (Chi)? para la recta. Se considera
que los datos no son significativamente heterogéneos si la suma de los valores de
(Chi)? para cada dosis no sobrepasa un limite que depende de los grados de
libertad del sistema.

Se define, ademas, una funcion pendiente (S). Esta incluye las concentraciones que
predice la recta a fin obtener un % actividad de 16%, de 50% y de 84% (DE;jg,

DEsp y DEg4 respectivamente):

S=1.(DE84/DE50 + DE50/DE16)

2

Para el calculo del intervalo de confianza de la DEsy debe tenerse en cuenta el valor
obtenido para S, el nimero de dosis y la cantidad de animales testeados
involucrados en los puntos que caen dentro de los valores esperados de probit
entre 4 y 6. También puede calcularse un intervalo de confianza para S, el cual
depende de los parametros anteriores asi como de la relacién entre la dosis mas
alta y la mas baja usadas. Detalles estadisticos y la deduccion completa de las
formulas usadas en este método pueden encontrarse en literatura.®

Los compuestos elegidos no resultaron activos frente a PTZ a las dosis ensayadas,
en acuerdo con lo observado en fase 1, en un todo de acuerdo con las
consideraciones inicialmente planteadas y con la hipdtesis de disefio de los
compuestos, que debian ser activos frente al ensayo MES, por lo que no se

continud en fases posteriores con este ensayo.

A continuacion se detallan los calculos realizados para cada compuesto. Para ello se
muestran las curvas que determinaron los TEM vy los porcentajes de proteccién que
se utilizaron. Los valores de DEsy, se expresan en micromoles por kilo de ratén

(Mmol/kg), a fin de facilitar las comparaciones.
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(x)-3,4,5,6-tetra-0O-(2-propilpentanoil)-sulfato ciclico de myo-inositol.
(12)

Se realizd la curva para la determinacion del tiempo de efecto maximo (figura 6.9)
utilizando una dosis de 30 mg/Kg para la evaluaciéon, con 4 ratones para cada
tiempo. TEM encontrado: 4 hs. (tabla 6.4)

Determinacion del TEM, ensayo MES, i.p.

Dosis (mg/Kg) Tiempo (hs) N° de proteccion/N°® % proteccion
total
30 0.5 2/4 50
30 1 2/4 50
30 2 3/4 75
30 4 4/4 100
30 6 3/4 75
30 8 3/4 75

Tabla 6.4. Determinacion del tiempo efecto maximo a una dosis de 30 mg/Kg del
compuesto 12.
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Figura 6.9. Tiempo de Efecto Maximo del compuesto 12.
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La potencia anticonvulsiva se cuantific6 entonces a 4 hs frente al ensayo MES,

midiendo el porcentaje de proteccién a 5 dosis distintas (tabla 6.5).

Dosis Tiempo Animales % protecciéon
[mg/Kg] [hs] protegidos /totales
3 4 2/6 33.3
5 4 4/10 40
8 4 3/6 50
10 4 5/10 50
30 4 5/6 83.3

Tabla 6.5. Resultado de la actividad anticonvulsiva del (x)-3,4,5,6-tetra-O-(2propil
pentanoil)-sulfato ciclico de myo-inositol en el ensayo MES.

Con estos valores se realizé el analisis estadistico de los datos, obteniéndose una
EDso= 9.95 umol/kg. Esta dosis efectiva media es equivalente a 7.42 mg/Kg.

(x)-3,4,5,6-tetra-0O-acetil-sulfato ciclico de myo-inositol. (15)

Se realizd la curva para la determinacidn del tiempo de efecto maximo (figura 6.10)
utilizando una dosis de 30 mg/Kg para la evaluacion, con 4 ratones para cada
tiempo. TEM encontrado: 4 hs. (tabla 6.6)

Determinacion del TEM, ensayo MES, i.p.

Dosis (mg/Kg) Tiempo (hs) N° de proteccion/N° % proteccién
total
100 0.5 0/4 0
100 1 Va 25
100 2 Va 25
100 4 3a 75
100 6 2/4 50

Tabla 6.6. Determinacion del tiempo efecto maximo a una dosis de 100 mg/Kg del
compuesto 15.
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Figura 6.10. Tiempo de Efecto Maximo del compuesto 15.

La potencia anticonvulsiva se cuantific6 entonces a 4 hs frente al ensayo MES,

midiendo el porcentaje de proteccion a 4 dosis distintas (tabla 6.7).

Dosis Tiempo Animales % proteccién
[mg/Kg] [hs] protegidos /totales
20 4 2/6 33.3
50 4 4/6 66.7
120 4 3/4 75
150 4 4/6 66.7

Tabla 6.7. Resultado de la actividad anticonvulsiva del (+)-3,4,5,6-tetra-O-acetil-

sulfato ciclico de myo-inositol en el ensayo MES.

Con estos valores se realizé el analisis estadistico de los datos, obteniéndose una
EDso= 211 umol/kg. Esta dosis efectiva media es equivalente a 86.6 mg/Kg.
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En la siguiente tabla 6.8 se muestran los resultados obtenidos, comparando con los

datos del Acido Valproico y otros farmacos antiepilépticos obtenidos en el ensayo

MES.!”

Ensayo MES TEM
Horas
12 4
15 4
VPA 0.25
Fenitoina 2
Fenobarbital 1
Carbamazepina 0.25
Clonazepam 0.5

DEso

pmol/Kg  mg/Kg

9.95

211

1088

37.7

101

37.4

294

7.42

86.6

272.0

9.5

21.8

8.81

92.7

Tabla 6.8 DEs, de los sulfatos ciclicos sintetizados y de farmacos antiepilépticos de

uso en clinica.

En la Tabla 6.9 se muestran las DEsg determinadas en el ensayo MES de los sulfatos

ciclicos 12 y 15 en comparacion con sus intermediarios derivados del myo-inositol

tetra esterificados con Acido Valproico. Se puede observar para la serie de

derivados con acido valproico el incremento de actividad con el cambio del grupo

acetonido por el sulfato ciclico.
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Compuesto Peso DEs0 (MES) TEM DEs5o0 (PTZ)
Molecular | mg/kg | umol/kg | MES | mg/kg | umol/kg
12
746 7,42 9,95 4 hs I I
410 86,6 211 4hs ND ND
724 29,5 40,8 30 I I
min
684 77,4 113,1 2 hs I I
Acido Valproico
Ox~OH 144 272 1088 15 - -
/\)\/\ min

Tabla 6.9. DEsy, de los derivados tetraesterificados. Los datos de DEs, de los

compuestos 3 y 7 se tomaron de Moon, S.C.*®
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Conclusiones

En todo proyecto de investigacién exitoso y original, mas que valorarse por los
resultados obtenidos, debe tomarse en cuenta las nuevas propuestas que ha
generado a partir de sus resultados, las que seran nuevas puertas del conocimiento
que tendran que ser abiertas por los que continten la tematica.

El presente trabajo de tesis abordd el desafio, de lograr nuevas estructuras que
manifestaran actividad anticonvulsiva. Para ello se hizo uso de metodologias
racionales, caracteristicas de Quimica Medicinal, orientandose al disefio de nuevos
profarmacos del acido valproico.

Se recurri6 para ello a la busqueda de un grupo modulador, fisioldgico,
seleccionando al myo-inositol dado que cumple, como se vio en las respuestas
bioldgicas, con el objetivo de lograr una liberacién especifica. Debe destacarse que
la incorporacion original del grupo sulfato, con el propésito de verificar si contribuye
a una localizacion selectiva en el SNC, y por ende en el sitio de accion del
profarmaco de VPA y myo-inositol, fue exitosa.

El mayor peso de este trabajo se centré en la sintesis quimica, debido a las
complejas caracteristicas estructurales que presenta el myo-inositol, como es la de
poseer seis grupos hidroxilos factibles de funcionalizacién, lo que implica buscar
caminos sintéticos donde el uso de protecciones y desprotecciones selectivas
conduzcan a las moléculas objetivo. Este tema implico que durante el desarrollo de
este trabajo se adquirid experiencia sobre las reacciones de proteccion y
desproteccion regioselectivas del myo-inositol, experiencia en reacciones de
esterificacion de ésteres tanto simples como complejos. A partir de estos derivados
se desarrolla la sintesis de los sulfitos y sulfatos ciclicos en dos etapas. Estos 5
derivados finales son compuestos novedosos no reportados en literatura, que
llevaron un esfuerzo sintético para dirigir las sustituciones adecuadas.

La evaluaciéon de la actividad anticonvulsiva de las estructuras sintetizadas, se
realiz6 de acuerdo a Fase I y Fase II del Program of the National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke, NIH-USA. Debe destacarse,
que se logré obtener estructuras noveles, que se destacan por su marcada
actividad anticonvulsiva, superando significativamente la actividad de los valproatos
de myo-inositol, compuestos sintetizados con anterioridad en la Catedra de Quimica
Medicinal, los cuales mostraron una actividad promisoria. Su desarrollo se asocia al
logro de nuevos farmacos de posible uso clinico, que presenten una actividad

farmacolodgica potenciada y simultanea disminucién de efectos adversos.
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Los sulfatos ciclicos mostraron actividad al ensayo MES y fueron inactivos frente a
PTZ. Este perfil farmacoldgico se encuentra en drogas de uso clinico, como la
fenitoina cuyo mecanismo de accidén es el bloqueo de canales de sodio por lo que,
en principio, se podria sugerir que estos actuarian por el mismo mecanismo. Su
perfil de actividad los clasifica en categoria 1, la categoria mas activa, la dosis
efectiva media de los compuestos 12 y 15 demostraron ser varios érdenes superior
a la de VPA obtenida en el mismo ensayo.

La falta de actividad de los derivados acetilados sin sulfato ciclico (compuesto 10) y
la importante actividad de los derivados acetilados con sulfato ciclico (compuestos
15 y 16) nos sugiere que el myo-inositol y/o el sulfato ciclico poseen actividad por
si mismos.

El compuesto 12, el mas activo mostré una DE 50 de 7,42 mg/ Kg, siendo éste 40
veces mas activo que el Acido Valproico, uno de los antiepilépticos méas utilizados
en clinica hoy en dia.

Todo lo hecho en este trabajo sefiala al grupo sulfato ciclico como una funcién
deseable para favorecer la localizacion de farmacos en el SNC.

Las propiedades farmacoldgicas encontradas en la molécula del myo-inositol y su
sulfato permitiran, en futuros trabajos, verificar y profundizar su conocimiento en la
utilizaciéon de profarmacos de uso en el SNC. Como se manifestd anteriormente, el
trabajar en el tema de profarmacos permite disponer de una herramienta muy (til
para el desarrollo de nuevos farmacos para nuestro pais y la region. Dicha
propuesta puede plantearse como una ventaja en la investigacion cuando se parte
de un farmaco de uso clinico. La manifestacion de una mayor actividad
anticonvulsiva de los derivados sulfato ciclico del myo-inositol con respecto al VPA
en el ensayo MES (i.p.) llegando a su maxima expresion en el caso del compuesto
12 con una potencia relativa de 40 han motivado el interés de un laboratorio
privado concretdndose en la firma de un convenio de transferencia de tecnologia

entre nuestra Universidad y dicho Laboratorio.

212



213



