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Objetivo de este trabajo de tesis:

El Observatorio Mundial de la Salud (GHO), entidad responsable de las evaluaciones
estadisticas mundiales de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera a la
epilepsia como uno de los desordenes neurolégicos cronicos mas frecuentes. Se
estima que afecta al 1-2% de la poblacién mundial y particularmente el 80% de los
enfermos se encuentra en los paises en vias de desarrollo. Las personas con epilepsia
responden a los tratamientos farmacolégicos en aproximadamente un 70% de los
casos, mientras que entre el 30 a 40% de los pacientes presentan resistencia a los
medicamentos actuales (fendmeno conocido como farmacorresistencia). A pesar de
las mejoras en la terapia alcanzadas por la incorporacién de nuevos antiepilépticos en
los ultimos 30 afios, se encuentra que estos no han logrado superar en forma
significativa la farmacorresistencia y en muchos casos presentan serios efectos
adversos. Este escenario genera la necesidad de descubrir nuevas entidades quimicas
que sean capaces de superar la farmacorresistencia y que no presenten efectos
secundarios de consideracidn, a fin de lograr una respuesta adecuada para la totalidad

de los pacientes.

Se plantea entonces como objetivo general de esta tesis obtener nuevos compuestos
con accion anticonvulsiva mediante estrategias eficientes de sintesis. Como objetivo
particular se propone abordar racionalmente modificaciones estructurales de

sulfamidas derivadas de aminoesteres a fin de optimizar su accidn antiepiléptica.

El criterio utilizado en el disefio de las sulfamidas fue el de buscar la mejor
combinaciéon de sustituyentes de dicha funcién (aminoester / estructura
hidrocarbonada) para obtener un incremento de la actividad anticonvulsiva. La
sintesis implico buscar distintas alternativas de preparacion, que tuvieran en cuenta el
medio ambiente. Para ello se recurrid a la utilizacidon de reacciones con microondas, y

al uso de agentes secuestrantes de intermediarios agresivos para el medio ambiente.

Posteriormente se procedié a la evaluacién biolégica de los compuestos sintetizados

en modelos de epilepsia aguda en animales. También se realizaron ensayos in vitro



para analizar la capacidad inhibitoria frente a blancos moleculares especificos:
diferentes isoformas de anhidrasa carbdnica y un receptor inotrépico de acido y-

amino butirico (GABAA).

Finalmente, y de acuerdo a los resultados obtenidos, se analizaron los sustituyentes
presentes en las sulfamidas mas activas y menos téxicas. Con esta informacién se
propusieron nuevas estructuras a fin de continuar con la optimizacién de la accién

anticonvulsiva.

La presente tesis se ha ordenado por capitulos, en donde los tres primeros abordan
los aspectos generales relacionados con la Epilepsia (capitulo 1), con el desarrollo de
farmacos (capitulo 2) y con los antecedentes hallados hasta el momento sobre la
sintesis de sulfamidas (capitulo 3). En los capitulos subsiguientes se detallan las
metodologias aplicadas, los resultados obtenidos, el analisis de los mismos y la

conclusion final del trabajo realizado.



CAPITULO 1

EPILEPSIA






Epilepsia: aspectos generales

La epilepsia es una de las afecciones mas frecuentes del sistema nervioso central
(SNC) la cual se estima que afecta 65 millones de personas en el mundo, es decir al 1-2%
de la poblacién mundial. [1-3] Esta enfermedad croénica tiene su mayor prevalencia en las
primeras décadas de vida y luego de un decrecimiento, su frecuencia aumenta en la
tercera edad. [+l
Por otra parte, diversos estudios han demostrado que el nimero de pacientes con esta
afeccion es mayor en los paises en vias de desarrollo, 57 casos por cada 1000 habitantes.
En los paises desarrollados esta cifra decrece de 3 a 4 casos por cada 1000 habitantes. [4]
En nuestro pais no hay cifras oficiales actuales, la tltima estimacién informada data del
afio 2010 donde se reportaba que habia aproximadamente 180.000 personas con
diagndstico de epilepsia, [’y sélo existen reportes de dos estudios realizados con
anterioridad a este periodo. El primero, elaborado por Melcon y colaboradores en el afio
2007, 18 describe la prevalencia de la enfermedad en la poblacién de la ciudad de Junin,
provincia de Buenos Aires y afios mdas tarde Somoza y colaboradores llevaron a cabo un
estudio representativo de la poblacién escolar en nifios de 6-16 afios en la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires. [“]
Las cifras presentadas anteriormente muestran que esta afeccion es un problema de salud
publica de importancia, ya que las limitaciones en el tratamiento influyen en el curso
evolutivo de la enfermedad, generando una brecha que puede observarse en las cifras de
los paises en vias de desarrollo respecto de los desarrollados.
Por otro lado, junto a la prevalencia de la enfermedad existen otros factores que afectan al
paciente, entre ellos uno de los mas importantes es la estigmatizacién que toleran y que
con frecuencia es un obstaculo para el ejercicio de sus derechos y su integracién social.
La etiologia de la epilepsia es multifactorial en la mayoria de los casos y puede deberse a

causas adquiridas, hereditarias o congénitas:

e (Causas adquiridas: entre ellas se encuentran los traumatismos, lesiones
postquirdrgicas, lesiones post-infecciosas (secuela de meningitis bacteriana o
encefalitis viral), infarto y hemorragia cerebrales, tumores (astrocitomas,
meningiomas, oligodendrogliomas), esclerosis del hipocampo (del lébulo
temporal). También en este conjunto se ubican las epilepsias causadas por
enfermedades degenerativas (Alzheimer y otras), enfermedades metabdlicas

adquiridas y por el consumo de sustancias téxicas (alcohol, drogas, etc).



e Causas hereditarias: son aquellas epilepsias genéticamente determinadas.

e Causas congénitas: en este conjunto se encuentran las originadas por lesiones
intrauterinas, malformaciones vasculares, sindromes neurocutaneos
(neurofibromatosis, Sturge-Weber, esclerosis tuberosa), anomalias cromosdmicas
(Sindrome de Down, Sindrome de Angelman), trastornos congénitos del

metabolismo (aminoacidurias, leucodistrofias) y miopatias congénitas.

De todas las causas mencionadas anteriormente, las infecciones del sistema nervioso
central representan el origen mas frecuente de la epilepsia. Por ejemplo, la
neurocisticercosis, una infeccién que se presenta en el cerebro o en la médula espinal y es
causada por la infestaciéon de la forma larvaria de la Taenia solium (los Cisticercos), [1°]
presenta como principal manifestacion clinica, crisis epiléptica en un 50-68% de los casos
[10-12] v es la causa del desarrollo de la enfermedad particularmente en adultos [10.12] en
paises como México, Colombia, Brasil, Guatemala, Honduras donde la enfermedad es

endémica.l4!

Crisis epilépticas

Segun la Liga Internacional contra la Epilepsia (International League against Epilepsy -
ILAE) la crisis epiléptica es la manifestacion de sintomas o signos producidos por una

actividad neuronal anormalmente excesiva o sincronica en el cerebro. [2]

Clinicamente, las crisis epilépticas pueden manifestarse de multiples formas, dependiendo
de la parte del area cerebral afectada, lo que da lugar a una clasificacién que atiende a su
origen. Estas pueden dividirse en focales o generalizadas. Las primeras involucran a una
region del cerebro (por ejemplo crisis frontales, temporales, parietales, occipitales) y las
segundas abarcan ambos hemisferios o son de origen desconocido. [2] Estas clasificaciones
propuestas por la ILAE se detallan en la tabla 1.2.

En paises desarrollados se han realizado estudios poblacionales donde entre el 54-65% de
los pacientes con epilepsia, son de origen desconocido (idiopatico).[13]

Las crisis focales y generalizadas se subdividen en diferentes tipos (tabla 1.1), de acuerdo
a la funcién que se vié afectada (actividad motora, sensitiva, visual, memoria, etc.) y
pueden ser del tipo convulsivas o no convulsivas. En particular las crisis epilépticas

convulsivas son aquellas que presentan un movimiento involuntario de cualquier parte del



Crisis Generalizadas

Crisis focales

Desconocidas

Tipos de Crisis

Ausencia

Ausencias atipicas

Crisis mioclénica

Crisis Clénicas

Crisis Tonica

Crisis Atdnica

Crisis Tonico-clonica

Aura

Crisis motoras

Autonoémicas

Nivel de conciencia

Evidencia insuficiente para
caracterizarla como
generalizadas, focales o
ambos

Caracteristicas principales

Breve episodio agudo (de segundos), con comienzo y terminacion
subitos.

Alteracion de la conciencia

Movimiento ocular con o sin sacudidas de extremidades o de todo el
cuerpo

Comienzo y terminacién mds lento de lo habitual de crisis de ausencia

Sacudidas breves, tinicas y leves a violentas de brazos o cabeza

Multiples sacudidas ritmicas de todas las partes del cuerpo con pérdida
de la conciencia.

Violentas contracciones musculares rigidas (las extremidades toman
posicion de tensién) con pérdida de la conciencia.

Pérdida del tono postural, con caida total o solamente de cabeza

Convulsiones mayores. Espasmos ténicos de todos los muisculos,
seguidos por sacudidas ritmicas de los miembros. Su duracion es de
varios minutos con pérdida de la conciencia.

Cociencia no alterada que involucra solo al sistema motor o sensitivo

Contracciones ténicas o clinicas confinadas a un segmento corporal,
que pueden propagarse hasta involucrar todo un hemicuerpo.
Posturales: Detencién del movimiento

Sensacidn epigdstrica, nduseas, cambios de la presién arterial o de la
frecuencia cardiaca

Trastorno para la compresion o expresion del lenguaje, Cognitivas

afectivas: cambios paroxisticos del talante, como sensacion placentera,
miedo, depresion, ira.llusiones

Espasmos epilépticos, Otros

Tabla 1.1- Clasificacion de crisis propuesta por la International League Against Epilepsy 2]



cuerpo o de las extremidades. Este movimiento puede presentar varias caracteristicas y

dependiendo de las mismas se denominan:

Crisis Clonicas: movimiento repetitivo de una extremidad, que presenta cierta
regularidad.

Crisis Tonica: en ellas hay un aumento del tono muscular generalizado. Tienden a
durar menos de dos minutos.

Crisis Mioclonica: presentan sacudidas bruscas con elevacién y extension de las
extremidades generalmente de las superiores. Son de corta duraciéon de menos de

un minuto, pueden ser aisladas o repetidas.

Por otra parte las crisis epilépticas no convulsivas se clasifican en:

Crisis de ausencia: presentan un trastorno a nivel de conciencia, durante este
tiempo el paciente estd completamente ausente del medio, sin pérdida del tono
postural. Son de comienzo y terminacién brusca, con una duracién estimada en
unos 10 segundos.

Crisis atdnica: presenta alteracion del nivel de conciencia, de comienzo y final

atipico, son de mayor duracion y con pérdida del tono postural.

Métodos de diagnostico complementarios en epilepsia

El diagnostico de las crisis epilépticas y de los sindromes epilépticos es realizado por

médicos, y la confirmacién de los mismos se efectia a través de los métodos

complementarios de diagnostico como:

Electroencefalograma (EEG): esta técnica constituye la base de la evaluacion de
estos pacientes. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad para distinguir la
epilepsia de otros tipos de trastornos paroxisticos es limitada. Por esto se suelen
utilizar métodos como la privaciéon de suefio o la fotoestimulaciéon, para aumentar
su sensibilidad.[4]

Neuroimdgenes: la tomografia computada (TC) y la resonancia magnética (RM) son
las técnicas de eleccidon para detectar lesiones estructurales del SNC, siendo la
segunda més sensible y especifica, especialmente para el estudio de la esclerosis
temporal.[15]

Video electroencefalografia: método que resulta de la asociacidn y sincronizaciéon
del registro electroencefalografico y video. Permite identificar, descartar y

clasificar las crisis epilépticas.



Cuando se realiza la intervencion quirdrgica en estos pacientes es fundamental, ademas de
los métodos diagndsticos basicos, el estudio neurofisiolégico mediante la
electrocorticografia, que consiste en la colocacién de unas mantas de electrodos sobre la

superficie de la corteza cerebral, a nivel subdural. [25]

Tratamientos

La historia de la epilepsia y los intentos para tratar las crisis se remonta a varios milenios,
desde las antiguas civilizaciones. El modo y la manera de realizar las terapias, en cualquier
época histérica, dependia del conocimiento que
disponfa el hombre para darle solucion a la
enfermedad. En épocas remotas las convulsiones se
trataban con pé6cimas, hierbas medicinales, remedios
caseros y trepanaciones, en base a falsas creencias e
ideas sobre su origen. [7181 Actualmente existen
diversos tratamientos para la epilepsia, siendo el

farmacolégico mas utilizado, orientado a reducir las

crisis convulsivas. La farmacoterapia se inicia
usualmente administrando bajas dosis de un solo

farmaco antiepiléptico (monoterapia), que se va La Artemisa Vulgaris, fue la hierba

incrementando poco a poco hasta llegar a una dosis que mdgica por excelencia para el
. i tratamiento de las crisis. Incluso en
sea capaz de controlar el cuadro convulsivo. Si a pesar | 1N\l se consideraba hasta

muy entrado el siglo XIX, que sus
raices eran un poderoso remedio
aparecen efectos secundarios, se cambia a otro farmaco, contra la epilepsia. [16]

del aumento de la dosis siguen persistiendo las crisis o

procediendo de la misma manera. Cuando el resultado

de esta segunda opcion también fracasa, puede intentarse usar dos o mas medicamentos
antiepilépticos juntos, método conocido como politerapia.

Actualmente se estima que un 30-40% de pacientes fracasan a los diferentes esquemas de
terapias farmacologicas, [191 es decir no pueden controlar sus crisis con mono o politerapia,
por lo que deben utilizar terapias alternativas, denomindndose a esta patologia como
epilepsia farmacoresistente o refractaria (EFR). (19201 Entre las opciones disponibles,
podemos mencionar, la estimulaciéon del nervio vago, la estimulacion cerebral y la dieta
cetdgenica. [18 En los casos donde el paciente tiene una mala calidad de vida, la cirugia se
presenta como alternativa para el tratamiento. [21.22] A continuacién se describiran en

detalle los diferentes procedimientos previamente mencionados.



Tratamiento farmacoldgico

El objetivo de la terapia farmacolégica anticonvulsiva es suprimir la actividad neuronal del
foco epiléptico lo suficiente como para prevenir la hiperactividad. Estos farmacos no
modifican directamente el curso de la enfermedad, sino que tratan los sintomas,
disminuyendo o inhibiendo las crisis, para mejorar la calidad de vida del paciente. [23]

El tratamiento farmacolégico de la epilepsia se inici6 a mediados del Siglo XIX con la
introduccion del bromuro de potasio por Sir Charles Locock. [241 En 1912 se comenz6 a
utilizar el fenobarbital como anestésico (Figura 1.1) y en el mismo afio Hauptmann sefialé
su utilidad en las crisis epiléptica. Desde entonces fue practicamente el Unico farmaco
utilizado durante un cuarto de siglo, hasta la introduccién de la fenitoina (PHT) [25] en
1938, que fue descubierta intentando obtener una nuevo farmaco antiepiléptico con
menores efectos sedantes que su antecesor (Figura 1.1). A partir de ese momento fueron
introducidos una serie de derivados relacionados estructuralmente con el fenobarbital y la
fenitoina, [2¢] es decir, derivados de hidantoinas, oxazolidindionas, succinimidas y acetil
ureas. Ejemplos exitosos de estos compuestos son la primidona, trimetadiona y la

etosuccimida (Figura 1. 1). [26]
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Figura 1.1-Primeros Fdrmacos comercializados entre los afios 1912 y 1958

Posteriormente, en las décadas de 1960-70 el desarrollo de nuevas drogas se concentrd en
compuestos estructuralmente diferentes, entre los que pueden destacarse a:
e La carbamazepina, (Figura 1.2) que es una dibenzodiazepina, obtenida a partir de

un estudio de relaciones estructura-actividad (cuya metodologia se detallara en el



siguiente capitulo), llevado a cabo a fines de los afios 50. Se utiliz6 inicialmente
para el tratamiento de la neuralgia del trigénimo. En la actualidad, se considera un
medicamento de primera opcidn en el tratamiento de las convulsiones parciales y
tonico-clénicas. [27]

e El 4cido Valproico o valproato de sodio, que fue sintetizado en 1881, [271 pero no se
asocié con ningin efecto terapéutico hasta el afio 1963. Las propiedades
antiepilépticas de este agente fueron descubiertas accidentalmente (por
serendipia) cuando se lo empleaba como vehiculo de otros compuestos que eran
estudiados en busca de propiedades anticonvulsivas. Desde su comercializaciéon
como farmaco antiepiléptico (FAE) en Francia hace 53 afios, el valproato ha sido
uno de los mas extensamente usados mundialmente, para el tratamiento de las
crisis en adultos y en nifos. [27]

e Las Benzodiazepinas, cuyo valor para el tratamiento de la epilepsia fue reconocido
rapidamente después de su sintesis y el desarrollo por Leo Sternbach, en 1960. (28]
Afios mas tarde Henry Gastaut public6 un informe sobre la eficacia del Diazepam
(Figura 1.2) en el tratamiento del status epilepticus. Mas tarde aparecerian el

Clonazepan y el Clobazam, entre otros nuevos derivados de benzodiacepinas con

OYNHz o) oH
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Carbamazepina Acido valproico

accion antiepiléptica.
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Diazepam Clonazepam Clobazam

Figura 1.2-Fdrmacos descubiertos entre 1960-1970 28]
Luego de la introduccion del acido valproico y de las benzodiacepinas, y aun con el
impulso otorgado por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NINCDS-NIH);
tuvo lugar una pausa en el desarrollo de nuevos medicamentos que se prolongd hasta

1993.



En el afio 1962, se creo el ente regulatorio de los medicamentos de Estados Unidos (FDA,
(Food and Drug Administration the USA), organismo que se volvid més estricto en cuanto
a los requerimientos necesarios para que una nueva droga sea incorporada al mercado. No
s6lo se exigia determinar la seguridad de una droga sino también su eficacia, previa a la
comercializacién. [291 Entonces, la eleccion del anticonvulsivante estaba limitada a
Fenobarbital, Primidona, Fenitoina, Carbamazepina y acido Valproico. Aunque estos “FAE
clasicos” tenian la ventaja de su familiaridad y de su probada eficacia, muchos pacientes
presentaban crisis convulsivas refractarias a éstos y/o efectos adversos indeseados que

obligaban a descontinuar la terapia.

A partir de la década del noventa, la FDA, aprobd el uso de nuevos farmacos
antiepilépticos marcando el comienzo de una nueva serie de FAE, agrupados como
farmacos tercera generacion. Esta nueva etapa incluye los farmacos, Progabida,
Vigabatrina, Zonisamida, Lamotrigina, Oxcarbazepina, Felbamato, Gabapentina,
Topiramato, Fosfenitoina, Tiagabina, Levetiracetam, Pregabalina, Rufinamida, Estiripentol,

Lacosamida, Eslicarbazepina, Retigabine, Perapamel y Brivaracetam. [26.30-33]

El crecimiento exponencial en el nimero de fArmacos descubiertos desde el bromuro de

potasio hasta el Brivatacetam puede observarse en la Figura 1.3
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Figura 1.3-Representacion histérica de la incorporacién de fdrmacos a través de los aiios. Adaptado
del trabajo de Ldschery colaboradores. 261 Con permiso de John Wiley and Sons

Estos nuevos antiepilépticos son mejor tolerados que los de primera generacién cuando se
utilizan en monoterapia 33], tienen menos interacciones farmacocinéticas que los clasicos
B4 y han aumentado la posibilidad de tratamiento de crisis epilépticas que no eran
controlada por los antiepilépticos clasicos. 1351 Sin embargo, no han logrado controlar los
cuadros de farmacorresistencia de los anticonvulsivos de primera generacion, ya que el
numero de pacientes resistentes al tratamiento sigue siendo el porcentaje historico del 30-
40%. [20-2136:37] Por otra parte, aunque los antiepilépticos de segunda generacién sean
mejor tolerados, siguen teniendo serios efectos secundarios.27:38] Algunos pueden
producir, por ejemplo, induccién al suicidio, 391 efectos teratdgenos e incluso se ha tenido
que restringir su uso por aplasia medular (felbamato) y alteraciones visuales

(vigabatrina). [27]

Tratamiento quirurgico

El tratamiento quirdrgico es aceptado como de ultima eleccion, cuando la terapia
farmacolégica ha fallado y la calidad de vida del paciente se ve seriamente afectada.

La principal dificultad que se presenta es la seleccion de pacientes para cirugia, es decir,
decidir que candidato tendrd una mejor calidad de vida luego de este tratamiento,
mediante reducciéon o eliminacion de las crisis. Se debe definir la zona epileptogénica

focalizada y la relacion de ésta con areas funcionales adyacentes, de manera de generar el
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menor impacto posible sobre el bienestar del paciente luego de la intervencién quirudrgica.
[17,40]

Para la seleccion del candidato quirurgico se debe contar con un equipo multidisciplinario
de especialistas (epileptdlogos, neurdlogos, neurocirujanos, especialistas en neuroimagen,
neuropsico6logos, psiquiatras, etc.) con formacion especifica en la materia y debe contarse
con los medios tecnolégicos adecuados. [40]

Los procedimientos quirdrgicos aplicables al tratamiento de la epilepsia se clasifican en
curativos y paliativos. Los tratamientos curativos incluyen la reseccién anterior del 16bulo
temporal en un 70% del total, y extratemporales, en un 23% de los casos. [171 Los
tratamientos paliativos lo constituyen la callosotomia y la transaccién subpial multiple. [17]
Aun cuando este tipo de operaciones detenga por completo las crisis epilépticas, se
recomienda que se siga con el tratamiento farmacoldgico durante 2 afios después de la

cirugia, de manera de evitar la ocurrencia de nuevas crisis. [41]

Estimulacion del nervio vago

El estimulador del nervio vago fue aprobado en 1997 por
la FDA para su uso en personas con crisis que no son
controladas por los medicamentos. El estimulador del
nervio vago es un dispositivo, que envia descargas
eléctricas al cerebro a través del nervio vago. Se implanta
mediante un procedimiento quirdrgico, semejante a poner
un marcapaso, se aloja bajo la piel del pecho, y se conecta a
nivel de la porcion cervical del nervio vago izquierdo

(Figura 1.4). (42

Los datos informados sobre los resultados de este método

indican que aplicado en pacientes mayores de doce afios se Figura 1.4- Estimulador del
nervio vago, consiste en un

observa una reducciéon promedio de crisis de 25 a 30 por implante subcutdneo a nivel

ciento de los casos. [42:43] subclavicular izquierdo de un
dispositivo que conectado con el
En general los pacientes disminuyen la frecuencia de las nervio vago izquierdo, envia

estimulos intermitentes al SNC.

crisis convulsivas con el dispositivo, aunque su uso no los
excluye de la medicacion y se observan, ademas, efectos secundarios leves (como

ronquera, dolor de oidos, dolor de garganta o nduseas). [44]

Estimulacion cerebral profunda
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A pesar del gran desarrollo de farmacos antiepilépticos, de la posibilidad de reseccién de
los focos epileptogenos en pacientes seleccionados y de la estimulacién del nervio vago,
existe un subgrupo de pacientes que contintian con un mal control de sus crisis, para los
que surge una nueva posibilidad terapéutica denominada estimulacidn cerebral profunda.
El objetivo de este tratamiento es reducir la aparicion de crisis o modificar su propagacion
mediante una estimulacion de alta frecuencia sobre un pequefio volumen cerebral (blanco
quirurgico) que inhibe o bloquea la actividad patolégica de dicha estructura afectada,
mediante implante de electrodos. 1451 Existen dos enfoques del tratamiento en epilepsia

mediante estimulacion cerebral, dependiendo de la zona de localizacion del electrodo:

e Cuando se conoce la zona epileptogénica se realiza una estimulacién en la propia
zona o cerca de ella. Se puede realizar mediante la colocacién de electrodos
subdurales o profundos, pero suelen requerir un registro previo de la crisis.

e Cuando no se conoce el origen exacto de las crisis se puede optar por la colocaciéon

de un electrodo en ganglios de la base (tdlamo o subtalamo principalmente).

Se han presentado los resultados del dispositivo SANTE (Stimulation of the Anterior
Nucleus of the Thalamus in Epilepsy) basado en un estudio clinico realizado durante 5
afios, sobre la utilizacién de la terapia de estimulacion cerebral profunda (DBS, por su
siglas en inglés) en adultos con epilepsia refractaria. [647] Este tratamiento consiste en el
implante quirdrgico de un dispositivo que envia estimulos eléctricos en el nicleo anterior
del tadlamo, en donde se desencadena la crisis. [4647] Esta terapia esta aprobada para su uso
en mas de 30 paises, incluyendo Canada, Australia y paises de la Unién Europea, [461 como
tratamiento complementario de las crisis parciales en adultos con epilepsia refractaria a la
medicacion.

El principal efecto adverso que se encuentra en un 3-10% de los pacientes, son infecciones

en la zona del implante. [48]

Dieta cetogénica (DC)

Esta dieta reemplaza los hidratos de carbono (HC) por lipidos. El metabolismo de los
acidos grasos genera cuerpos ceténicos (CC) (beta-hidroxibutirato, acetoacetato y acetona
en menor medida), durante el periodo de ayuno o por la disminucion de la ingesta de HC.
[49]

Hasta el momento, no se conoce el mecanismo de accion especifico por el cual la dieta
cetogénica tiene un efecto anticonvulsivo. La investigacion realizada en torno a ella

sugiere multiples mecanismos de accién en neurotransmisores, metabélicos y genéticos.
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[501 Hay evidencias que sugieren que la dieta cetogénica favorece la sintesis de glutamina,
precursor esencial del acido y-aminobutirico, que es un neurotransmisor inhibitorio y un
importante agente anticonvulsivo. Otros estudios sugieren entre los posibles mecanismos
de accion, que la dieta también altera el metabolismo o la funcién de las aminas bidégenas.
50,51]

Existen 2 dietas cetogénicas conocidas, la clasica ideada en los afios setenta, por el Dr.
Huttenlocher conocida como dieta MCT (triglicéridos de cadena media) y se basa en la
adiciéon de un aceite “cetogénico” de manera de hacer mas flexible el consumo de
carbohidratos, pero que en la practica resulta restrictiva, debido a los efectos secundarios.
Desde el 2006 se implement6 la dieta de Atkins modificada, [521 que ha resultado muy
efectiva y en la cual consiste en un 60% del valor calérico total en forma de grasas, un 30%
del valor calérico total en forma de proteinas y un aporte inicial de 10 g/dia de
carbohidrato. Se ha observado que provoca menos efectos adversos, y es mejor tolerada
por el paciente, ya que disminuye los episodios de nduseas, vomitos y pérdida de apetito.
Actualmente se ha demostrado que la dieta puede ser eficaz no sélo en epilepsias

generalizadas o multifocales sintomaticas, sino también en parciales y lesionales. [49]

Mecanismos de accion de los farmacos antiepilépticos

Como ya lo definimos anteriormente, una crisis epiléptica es una ocurrencia transitoria de
signos y / o sintomas debido a la actividad neuronal excesiva o sincrona anormal en el
cerebro. [11 E]l objetivo de la fAarmacoterapia es restablecer el balance entre la excitacién y la
inhibicién neuronal, controlando o suprimiendo las crisis epilépticas. La actividad
antiepiléptica de los farmacos depende de su capacidad para interactuar con uno a mas
blancos moleculares en el cerebro. Estos blancos comprenden diferentes tipos de
macromoléculas: canales i6nicos, receptores de neurotransmisores y enzimas encargadas
de la metabolizacion de estos neurotransmisores. [53]

Se reconocen, al momento, 3 clases de mecanismos de accion principales: la regulacién de
canales idnicos voltajes operados o dependientes de voltaje; el aumento de la inhibicién de
la neurotransmision mediada por el 4cido gama-aminobutirico (GABA); y la atenuacién de
la neurotransmision excitatoria mediada por glutamato. (541 A continuacion se mencionara

brevemente como actila cada uno:
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Canales Ionicos dependientes de voltaje

Los canales idnicos son proteinas que atraviesan la membrana plasmatica que permiten la
difusion selectiva y pasiva de iones. Estas proteinas forman poros que sufren cambios
conformacionales rapidos entre estados cerrados, no permeables y abiertos. En esta
ultima conformacién es que seleccionan y dejan pasar iones antes de volver a cerrarse.
Suelen denominarse en funcion de la permeabilidad y selectividad para iones (p.ej., canal
de sodio o cloro). Son ejemplos de canales i6nicos dependientes de voltaje los canales de

calcio, potasio y sodio. 55

e El canal de sodio produce potenciales de acciéon en respuesta a la despolarizacion
parcial de la membrana. Este canal es el lugar de accién de la mayor parte de los
antiepilépticos clasicos y nuevos que, al inhibir este canal, estabilizan Ia
membrana. 541

e La activacién de los canales de calcio dependientes de voltaje se acompaifia del
aumento del calcio intracelular y la disminucién del calcio extracelular. Se ha
asociado con la liberacion de neurotransmisores, con la despolarizacion sostenida
de la neurona, con los fenémenos de potenciaciéon prolongada, con los fendmenos
del kindling y con los fenémenos de excitotoxicidad que subyacen en la
epileptogénesis. [56]

e El canal de potasio dependiente de voltaje participa en la repolarizacién e

hiperpolarizacion de la membrana.[ss]

Inhibicion de la neurotransmision mediada por (GABA)

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio, el cual se forma en el cerebro por
decarboxilacién del glutamato. Estd relacionado con la entrada de iones cloro en la
neurona, que impiden que esta puede ser estimulada. En presencia del GABA, el receptor
GABA,, se abre y produce un flujo de iones cloro que aumenta la polarizacién de la
membrana.

El incremento de la inhibicion sinaptica mediada por el GABA reduce la excitabilidad
neuronal y eleva el umbral convulsivo. [571 Se supone entonces que los diversos farmacos
bloquean las convulsiones al regular la inhibicién sindptica mediada por GABA a través de
una actividad en distintos sitios de la sinapsis, por ejemplo existen farmacos que
disminuyen el metabolismo del GABA (4cido Valproico, Vigabatrina) y otros acttian sobre

el receptor GABA, (barbituricos, benzodiacepinas, felbamato, topiramato). (1]
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Neurotransmision excitatoria mediada por glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central que
realiza su accién excitadora actuando sobre receptores especificos localizados en la
membrana neuronal. Los receptores de glutamato se han clasificado en dos grupos
principales: receptores ionotropicos y metabotrépicos. Los receptores ionotropicos son
designados segun su especificidad en agonistas selectivos; de este modo se clasifican como
receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA), del kainato
y N-metil-D-aspartato (NMDA). Estos receptores responden a la unién del glutamato
incrementando la conductancia a un catién. 571 Los receptores metabotrépicos
glutamatérgicos estan asociados a proteinas G y actiian predominantemente regulando
canales idnicos. Algunos estudios parecen indicar que mutaciones en estos receptores
podrian estar involucradas en el desarrollo de epilepsia. [57)

Perampanel y talampanel, son los dnicos farmacos antiepilépticos actuales con efecto
selectivo sobre los receptores de glutamato. (531 Muchos otros antiepilépticos ejercen su
efecto, en parte, a través del bloqueo de la neurotransmisiéon glutamatergica, como
Felbamato, que bloquea al receptor NMDA, el Topiramato que bloquea a los receptores

kainato y AMPA. El fenobarbital que inhibe al receptor AMPA, entre otros. [57]

Anhidrasa carbénica: un nuevo blanco molecular en la epilepsia

La anhidrasa carbdnica (CA) es una metaloenzima responsable de la catalisis reversible de
la hidratacién del CO; para formar HCOz y H* Al regular la concentracion intra y
extracelular de estas especies, resultan de vital importancia en diferentes procesos que
involucran el transporte de iones, regulacion de pH e intercambio gaseoso. [581 En
mamiferos se han descubierto hasta el momento 16 isoformas de anhidrasa carbonica,
clasificadas como o-CA. Estas presentan diferente localizacién a nivel subcelular,
propiedades cinéticas y afinidad a inhibidores. Ocho son citos6licas (CA I, CA II, CA III, CA
VII, CAVIII, CA X, CA XI, CA XIII), dos mitocondriales (CA VA, CA VB), una secretada (CAVI)
y cinco asociadas a membranas (CA IV, CA XV, CA IX, CA XII, CA XIV). 58] Las isoformas
activas conservan la arquitectura del sitio activo, formado por una molécula de zinc que
coordina con los anillos imidazol de 3 residuos de histidina (Figura 1.5). La cuarta posicion
es ocupada por una molécula de agua (o un i6n hidréxido, dependiendo del pH).

Los inhibidores clasicos de CA poseen la funcién sulfonamida y acttian ocupando la cuarta
posicion de coordinacién que ocupa el agua (Figura 1.5). 59 El grupo sulfonamida se une al

Zn (II) mediante un atomo de Nitrogeno desprotonado, y generalmente interacciona con
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un residuo de treonina cercano al Zn (II) (Figura 1.5). Otros inhibidores que operan con el
mismo mecanismo son los bioisdsteros no clasicos de la sulfonamida, [59-611 como la
funcién sulfamida (-NH-SO»-NH-) o sulfamato (-0-SO,-NH-).

Anticonvulsivos como la Acetazolamida, Topiramato y Zonisamida presentan accion
inhibitoria frente a-CAs. [58 Sin embargo, no existe al momento una relacién directa entre
esta inhibicién y sus propiedades anticonvulsivas, dado que estos compuestos presentan
mas de un mecanismo de acciéon y fueron descubiertos independientemente de su
interaccion con CAs.[5862-631 De hecho, en muchos casos la inhibicién de la isoforma CAII
resulta desfavorable, debido a que esta interacciéon contribuye a la tolerancia de los
farmacos y a la manifestacion de efectos adversos (formaciéon de calculos renales,
oligohidrosis e hipertermia).5”] Expertos en el area proponen que estas limitaciones
pueden salvarse mediante el disefio de inhibidores selectivos de las isoformas implicadas

en las patologias.[57]
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Figura 1.5. (1) Coordinacién del Zinc en el sitio activo del hCAII, con 3 ligandos de histidina (His 94,96
y 119) y dos residuos cercanos de (Glu 106 y Th 199). (2) Esquema del sitio activo de CA
interaccionando con un inhibidor cldsico. X puede ser un dtomo de C (en sulfonamidas), O (en
sulfamatos) o N (en sulfamidas). Los residuos del sitio activo se numeraron relativos a la isoforma CAIl
[59]

Respecto a la epilepsia, se conoce que la excitabilidad neuronal se ve influenciada por el

pH de distintas maneras, entre la que se encuentra la modulacién de la activacion del

receptor del acido Y-aminobutirico GABA. 58] Este receptor de membrana transporta a
través de su poro iones cloruro hacia el interior de la célula, lo que genera una
hiperpolarizacion de la neurona y por lo tanto causa un efecto inhibitorio sobre la
neurotransmision, disminuyendo las chances de ocurrencia de un potencial de accién. Se
ha observado, sin embargo, que una activacién intensa de la sinapsis GABAérgica es capaz
de promover, en vez de suprimir, la excitaciéon neuronal. [59-671 Se ha demostrado que en el
caso de la epilepsia febril, esta excitacién es estrictamente dependiente del flujo continuo

de iones HCO3  producidos por CAVII, una isoforma presente en neuronas.631 Puesto que
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esta excitacion se suprime mediante la adicion de inhibidores de CAs, se ha postulado que
esta enzima influye en la generacion de crisis epilépticas.l6465 Por ello actualmente se
propone a la isoforma CAVII de anhidrasa carbdnica como nuevo blanco molecular

validado para el tratamiento de la epilepsia febril. [64-65]

¢ Es necesario el desarrollo de nuevos farmacos anticonvulsivos?

El prondstico de los pacientes epilépticos ha variado en forma importante en los ultimos
afios. En 1968, Rodin y colaboradores lograban controlar las crisis mediante el uso de
farmacos antiepilépticos en aproximadamente el 20% de la poblacién de su Centro de
Epilepsia. [66] En la actualidad, este nimero se ha elevado hasta lograr un control adecuado
con farmacoterapia en alrededor del 70% de los pacientes. [¢7]

El nuevo arsenal farmacolégico comercializado ofrece algunas ventajas, como ser mejor
tolerancia, presentan una menor interaccion farmacolégica y un mayor espectro
terapéutico. Sin embargo todavia no hay evidencias de una mayor eficacia ya que
alrededor de un 30-40% de los pacientes contintian presentando epilepsia refractaria.[14]
Ademads, un 68% de los enfermos tratados presentan efectos adversos, que resultan
particularmente serios si se tiene en cuenta que en la mayoria de los casos de
farmacoterapia exitosa, los medicamentos son administrados durante un largo periodo de
tiempo (o de por vida) (1524411 y que un 28% de los pacientes tiene que recurrir a la
politerapia. [17.21]

Los efectos adversos mas frecuentes son: teratogenicidad, somnolencia, deterioro de las
capacidades cognitivas (capacidad de memoria, atenciéon y aprendizaje), tendencia al
suicidio, incremento del peso, pérdida de cabello, discrasias sanguineas, reacciones
alérgicas y hepatotoxicidad, entre otras.[222442] Este escenario justifica, entonces, la
necesidad de disefiar y validar nuevas entidades quimicas que finalmente sean
promisorias como fadrmacos anticonvulsivos capaces de sobrepasar, al menos en parte, las

limitaciones de los antiepilépticos actuales, particularmente la farmacorresistencia.
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CAPITULO II

Descubrimiento de
Farmacos



Breve introduccion al descubrimiento de farmacos

Los farmacos han acompafiado y acompafian el desarrollo del hombre a lo largo de su
historia, contribuyendo a mejorar su calidad de vida mediante la cura o control de sus
enfermedades. El proceso de descubrimiento de farmacos se puede dividir, de manera
simplificada, en tres periodos. Estos se diferencian entre si por los métodos de
descubrimiento utilizados para su obtencion.

El primer periodo I, podemos definirlo desde tiempos inmemorables hasta el inicio del
siglo XX, donde los procedimientos utilizados basicamente eran el uso de minerales
molidos [l y la extraccion de principios activos de origen natural, ya sea mediante el uso
de infusiones, cocciones, extracciones o la administraciéon/aplicacién directa de la hoja o
tallo sobre la zona afectada. También pueden mencionarse en esta etapa el uso de
compuestos aislados con actividad bioldgica determinada y estructura elucidada. Entre los
ejemplos mas destacados y que ain perduran, podemos mencionar a la quinina (1820), la

morfina (1805), la papaverina (1848) y la aspirina (1899).

El segundo periodo II, se caracteriza por un mayor conocimiento quimico disponible sobre
los compuestos y procedimientos quimicos. Aqui comienza la era de la quimica
farmacéutica, cuando Paul Ehrlich, demuestra que las enfermedades producidas por
gérmenes pueden ser tratadas con compuestos de sintesis quimica, como fue el caso del
azul de metileno (para la malaria) o el salvarsan (para el tratamiento de la sifilis). Elrich
propone el concepto de receptor, una de las piezas clave en la investigacién y desarrollo de
farmacos. También tiene lugar el descubrimiento de sustancias tan importantes como las
vitaminas en 1914 y el aislamiento de la insulina en 1922. Se descubren ademas las
propiedades antibacterianas de las sulfas (o sulfonamidas) a partir del colorante prontosil,
utilizado en infecciones estreptocécicas en 1935. Este compuesto di6 pie, con
posterioridad, a numerosas sulfonamidas antibacterianas sintetizadas, mediante la
modificacién exhaustiva de su estructura quimica. [21 El descubrimiento de las sulfas como
antibacterianos fue un verdadero avance, ya que representaron los primeros farmacos
eficaces contra las infecciones bacterianas sistémicas. Posteriormente se desarrollaron las
penicilinas, descubiertas por Alexander Fleming en 1928 y utilizadas como farmacos a
principios de 1940 por E. Chain y H. Florey. La aparicién de estos novedosos y efectivos
compuestos facilité el desarrollo de nuevas técnicas de purificaciéon, en la busqueda de

nuevos compuestos lideres para diferentes patologias.
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El dltimo y tercer periodo III (finales del siglo XX) se orientd a la busqueda del
conocimiento que permitiera saber como y doénde se producia la interacciéon de los
farmacos en el sistema bioldgico. Por esta razon se caracteriza por el avance en nuevas
técnicas de elucidacidn estructural de macromoléculas, basadas en resonancia magnética
nuclear (RMN) y cristalografia de rayos X; en conjunto con el desarrollo de la Bioquimica,
Biologia Molecular y la Genética. Por ejemplo, con la finalizacidn del proyecto del genoma
humano se hizo posible una mejor comprensiéon de las diferentes vias moleculares
responsables de ciertas enfermedades, y pudo utilizarse esta informacién como punto de
partida para la busqueda de nuevos farmacos que interaccionan con proteinas especificas.
8] Todas estas herramientas, sumadas al desarrollo de la quimica computacional, han
permitido el empleo de métodos mas racionales para el descubrimiento de estructuras
activas, basados en el conocimiento de enzimas, receptores y ligandos. El desarrollo
logrado en estos temas fue acompafiado por los avances en los métodos de sintesis
quimica y ensayos bioldgicos, particularmente respecto a reactivos y métodos no
agresivos al medio ambiente. La quimica combinatoria y el cribado biolégico de alto
rendimiento (HTS), han permitido automatizar en gran medida estas dos etapas, trayendo
beneficios inmediatos al pasar rapidamente del "descubrimiento de compuesto lider" a la
"optimizacion” del mismo mediante un ciclo iterativo de refinamiento de la sintesis y la
deteccion hasta que se alcancen las propiedades de farmacos deseadas en un menor

tiempo. [3!

Etapas implicadas en la busqueda de un nuevo medicamento

El descubrimiento de farmacos resulta un largo y complejo proceso interdisciplinario, que
requiere mucho tiempo, esfuerzo e involucra grandes recursos econémicos. De hecho, se
han llegado a sintetizar y evaluar hasta 20.000 compuestos como posibles farmacos y sélo
uno de ellos llegara a convertirse en un medicamento autorizado. [l Segin lo informado
por la industria farmacéutica internacional, el proceso del descubrimiento de un nuevo
farmaco dura entre 12 a 15 afios y la inversién ronda los US$ 2.000 millones de délares. [5]
En este contexto es que cobran importancia los criterios y metodologias que son aplicadas
desde el inicio del descubrimiento de un farmaco, donde es necesario delinear estrategias
que permitan incrementar la tasa de éxito y la consecuente reduccion en el gasto y el
tiempo necesario para la produccién de nuevas moléculas.

Debe aplicarse tempranamente procedimientos que tengan en cuenta las caracteristicas
del farmaco de acuerdo al objetivo molecular elegido, teniendo para ello en cuenta sus

propiedades ADMETox (absorcién, distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad) lo
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que permitird continuar con las distintas etapas de la investigacién de sélo aquellos
compuestos que cumplan con los requisitos moleculares seleccionados.

De manera general y simplificada, podemos diferenciar distintos procedimientos a aplicar
para generar una nueva entidad quimica activa. [6] Para ello existen distintas etapas

implicadas en el proceso de descubrimiento y desarrollo.

A continuacioén se describiran brevemente las fases de mayor relevancia en cada etapa de

descubrimiento.

Descubrimiento de farmacos: busqueda del compuesto lider (6]

Una vez identificada la enfermedad, la siguiente etapa sera la seleccionar el/los blancos
terapéuticos (enzimas, receptores o proteinas) de acuerdo al conocimiento respecto de su
intervencion en la patologia en estudio y que seran el objetivo al que se enfocaran las
nuevas entidades quimicas a desarrollar. Posteriormente estos blancos moleculares deben
ser validados. La validacion consta de la comprobacidon experimental de que el blanco
seleccionado es el objetivo valido para el tratamiento de la enfermedad en cuestion. Para
demostrar esto se realizan ensayos tanto en modelos in vitro (es decir, en células aisladas,
tejidos, enzimas, o receptores) como in vivo (animales). De forma general los fAirmacos
suelen interferir en la actividad de una proteina (enzima, receptor, canal idnico, etc.)
impidiendo que se realice el proceso mediado por la misma. Este mismo efecto se puede
conseguir por métodos diversos en modelos celulares o en animales, y el resultado de
estos experimentos ayuda a determinar la validez del blanco molecular seleccionado, si el

efecto observado coincide con el esperado.

A partir del blanco terapéutico validado se identifica el compuesto lider, que es una
estructura quimica que se caracteriza por interaccionar con el blanco seleccionado y tiene
un efecto activador o inhibidor sobre ella. Este compuesto obtenido, también llamado
prototipo activo, es el punto de partida para desarrollar moléculas estructuralmente
relacionadas, hasta la obtencién de una serie de candidatos sobre los que se trabaja en las
fases preclinicas, buscando, con sus modificaciones, un incremento de actividad y/o
disminucion de efectos adversos. Estos compuestos pueden obtenerse de distintas

fuentes: [6]

e (ribado de Productos Naturales: los productos naturales son una fuente rica,
estructuralmente diversa y compleja de compuestos que han mostrado diferentes

actividades biolégicas. Los principios activos pueden ser aislados de plantas,
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microorganismos, animales, venenos y toxinas. Un ejemplo de descubrimiento de
relevancia a partir de productos naturales fue la artemisinin aislada de la Artemisia
annua y utilizado en el tratamiento de la malaria

Cribado de compuestos sintéticos o Bibliotecas: las estructuras bioactivas pueden
encontrarse a través de la busqueda de compuestos sintéticos obtenidos
previamente y colectados en bibliotecas o quimiotecas, provenientes tanto de la
industria o de la academia. Unas de las metodologias que mas contribuyeron a su
formacién, es la quimica combinatoria, que permite a bajo costo obtener la
producciéon simultanea de una coleccidbn de moléculas en forma rapida y
automatizada, que luego pueden ser testeadas en diferentes ensayos biologicos.
Andlisis de fdrmacos ya existentes: aquellos compuestos con una accién bioldgica
probada en clinica, pueden ser utilizados como el origen de compuestos lideres en
la misma patologia. Por ejemplo, estructuras que cuentan con una probada accién
farmacolégica pueden modificarse mediante una variacién estructural que
conserve o mejore su potencia o farmacocinética (metodologia denominada me
too). También pueden obtenerse nuevos lideres por el estudio de los efectos
secundarios de un medicamento ya existente para otro blanco terapéutico,
mediante modificaciones estructurales que permitan incrementar el efecto
secundario con reducciéon o eliminacién del efecto primario. Otra alternativa
consiste en utilizar fArmacos conocidos para el tratamiento de otras indicaciones
(métodos de reposicionamiento de drogas). Esto trae como ventaja que se trabaja
con compuestos cuya toxicidad y propiedades farmacocinéticas ya han sido
probadas en humanos.

Disefio asistido por computadora: esta es una técnica que utiliza la quimica
computacional para la busqueda de nuevos lideres. Existen diferentes estrategias
de descubrimiento de farmacos mediante calculos computacionales, las cuales
pueden clasificarse en directas o indirectas de acuerdo a la informacién disponible.
Las denominadas directas implican el conocimiento de los sitios de unién del
blanco molecular y su estructura en 3D. Con esta informacién (ya sea mediante
métodos experimentales o por modelados comparativos) se puede realizar la
busqueda de ligandos que se ajusten a los requisitos del sitio activo modelado.
Ejemplos de esta metodologia son el cribado molecular (screening virtual) por
Docking y el Disefio de novo. La técnica de screening virtual por docking se utiliza
para simular, mediante modelos computacionales, el evento de reconocimiento
molecular entre una pequefia molécula (ligando o farmaco) y una biomolécula para

la formacién de un complejo estable. De esta manera pueden identificase ligandos
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de bases de datos virtuales de compuestos orgénicos, que cumplan con el requisito
de ser capaces de interaccionar eficientemente con un blanco molecular. [71 Como
ejemplo de lo expresado, se muestra en la Figura 2.1, la interaccién entre una

sulfamida y la isoforma II de la anhidrasa Carbdnica (blanco molecular). (8l

Figura 2.1-Interaccién entre bencilsulfamida y la isoforma CAll de la anhidrasa Carbdnica, obtenida

por Docking 18]

El Disefio de Novo es una alternativa que utiliza el conocimiento de la proteina y las
caracteristicas electrénico-estructurales de los sitios activos. A diferencia del
cribado virtual (que busca compuestos activos en una biblioteca), en el disefio de
novo se construye el compuesto dentro del sitio activo mediante docking de
distintos fragmentos de moléculas. Finalmente, se propone una estructura
resultante, que segun los calculos, tendra la suma de las interacciones favorables
con el receptor. 9]

Las técnicas indirectas se independizan de la estructura del blanco molecular y
utilizan un conjunto de ligandos/inhibidores conocidos para la contruccion de
funciones matematicas capaces de diferenciar entre posibles compuestos activos e
inoactivos. Ejemplos de esta metodologia son el screening virtual basado en
funciones QSAR (relaciones cuantitativas estructura actividad) o en patrones

farmacoféricos basados en ligandos.

El compuesto activo, o prototipo activo, resulta el punto de partida para el desarrollo de
farmacos. La siguiente etapa es la optimizacién del mismo de manera de mejorar sus
propiedades hasta obtener la estructura que tenga las condiciones para incluirse en las
pruebas clinicas y eventualmente llegar a ser un compuesto aprobado para su uso masivo

en alguna patologia.
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Disenio de farmacos: optimizacion de la interaccion del prototipo

activo con el blanco molecular

La siguiente fase en el descubrimiento de farmacos es la optimizacion del prototipo activo,
que tiene como objetivo refinar la estructura quimica del mismo orientado a un
incremento de su actividad o disminucién de los efectos adversos. Se busca maximizar la
interaccion entre el sitio y el blanco molecular de forma de mejorar la potencia. [12] A

continuacion se presentaran brevemente estrategias de optimizacién de farmacos.

Identificacion de la Relacion Estructura-Actividad (REA, en ingles
SAR)

El conocimiento de la relacion estructura-actividad permite reconocer cuales pueden ser
las causas estructurales vinculadas a la actividad o potencia del prototipo activo.
Usualmente este analisis puede efectuarse habiendo hecho modificaciones en la estructura
del dicho prototipo activo y observando los cambios que se producen en la actividad
biolégica, de manera de identificar aquellos grupos que son importantes para dicha accién.
A continuacién se presentaran brevemente estrategias de optimizaciéon de farmacos

basadas en el conocimiento del patrén farmacoférico, utilizadas en esta tesis.
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1. Optimizacion del compuesto lider: Identificacion del farmacdforo

Podemos definir como farmacéforo a la porcidn estructural comin de una serie de
estructuras que manifiestan una actividad biolégica determinada, que se caracteriza
ademas por presentar propiedades estéricas y electronicas semejantes. [10]

La busqueda de un farmacéforo es una metodologia indirecta de busqueda de nuevos
farmacos, cuando no se conoce la estructura 3D del receptor. Esta metodologia se basa en
la biisqueda de patrones comunes en la estructura quimica de multiples ligandos que
manifiesten semejante respuesta bioldgica en el modelo elegido (blanco molecular). Para
esto, se utilizan diferentes programas computacionales que permiten la visualizacién
tridimensional de las estructuras, a través del cual se pueden realizar sistemdaticamente
rotaciones, traslaciones y operaciones de superposicion de compuestos. De este modo se
detectan aquellas regiones comunes que son indispensables para la actividad, como asfi
también los requerimientos electrénicos y estructurales que las soportan.

Este tipo de estrategias necesita de un andlisis conformacional riguroso de cada una de las
moléculas, a fin de conocer la conformacién preferencial, energéticamente factible, que
pueden adoptar los ligandos en el sitio de unién (conformacién bioactiva). Luego se hace
un mapeo de las mismas y se resuelve graficamente cuales son las conformaciones

accesibles para la determinacion del farmacéforo. [11]

La identificacién del farmacéforo provee el punto de partida para el disefio de otras
moléculas con actividad bioldgica semejante. Ademas, se convierte en un medio eficaz para
caracterizar la topografia de un sitio receptor cuando este se desconoce (receptor
mapping) al permitir determinar tanto el volumen asequible al farmaco6foro como el
volumen adyacente que debe ser excluido. No sélo brinda informacién sobre la forma y
tamafio del sitio de unién, sino también sobre la posible naturaleza de los grupos
funcionales presentes en el receptor, responsables de la afinidad. Sobre esta base Lloyd en
1986 propuso, por ejemplo, que existe un farmac6foro comuin para 14 clases diferentes de

farmacos que actuan sobre el sistema nervioso central. [12]

2. Optimizacion del prototipo activo: estrategias en el disefio

Una vez que se han identificado los grupos responsables de la actividad es posible
sintetizar andlogos que contienen el mismo farmacéforo, lo que permite validar el modelo

y definir las caracteristicas que deben poseer las nuevas moléculas en la bisqueda de
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compuestos con mejor actividad y mayor selectividad. Para esto se utilizan las siguientes

estrategias de optimizacién de estructuras:

e Variacién de sustituyentes (6]

Esta metodologia fue usada a principios del siglo XX, y es también conocida como
variaciéon exhaustiva. Representa un procedimiento comun desde el punto de vista
sintético asi como una estrategia muy utilizada en la busqueda de incrementar las
interacciones entre el compuesto y el receptor. Por lo expresado anteriormente, se puede
inferir que es un procedimiento que no tiene una base racional fuerte, porque es prueba-
error, es decir, se debe sintetizar la molécula para confirmar mediante una evaluacion
biolégica si dicho cambio incremento o no la actividad. Asi por ejemplo el andlisis del
efecto de la sustitucion de grupos alquilo da informacién acerca de la influencia de la
longitud, tamafio, volumen de las cadenas carbonadas y lipofilicidad en la actividad. Si
estas interacciones estan involucradas con un bolsillo lipofilico del receptor, su variacion

darj idea de las dimensiones del mismo.

La sustituciéon 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 posiciones relativas en los anillos. De este modo diferentes propiedades
estéricas, electronicas e hidrofilicas pueden alterarse para detectar su influencia en la

actividad.

e Modificacién de la extension de la estructura 16!

Involucra la inclusion de diferentes grupos para encontrar nuevas interacciones
adicionales con el receptor o para mejorar la farmacocinética de la nueva entidad quimica.
Por ejemplo, la introducciéon de grupos metilo aumenta la lipofilicidad y reduce la
solubilidad en agua, mejorando la absorcion a una membrana biolégica. Por el contrario, la
introduccién de grupos hidroxilo produce andlogos con aumentada solubilidad en agua y
baja lipofilicidad, ademas de proveer un nuevo centro capaz de formar enlaces puente

hidrégeno que pueden ser muy importantes en la union a sitios activos.

e Expansion o contraccion de anillos aromadticos ¢!

Mediante una alteracidn del tamafio del grupo aromatico se puede localizar a los atomos
en posiciones relativas diferentes, afectando la eficiencia de la interaccidon con el sitio
activo. Ademas, la extensién de la aromaticidad mediante la fusion de anillos puede

resultar en un incremento de la energia de unién y de la selectividad. Otra modificaciéon
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que puede hacerse con este tipo de estructuras es la inclusion o cambio de posicion de
heterodtomos en los anillos. Esto trae como ventaja cambios en la distribucion electrénica

del mismo y la posibilidad de nuevas uniones del tipo puente de hidrégeno.

e Cambio en la longitud de la cadena 6]

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 obtener un mejor acoplamiento con el receptor. Por lo tanto, prolongando o

reduciendo la cadena se puede mejorar la interaccion farmaco y el receptor.

e Rigidizacion de la estructura [¢]

La rigidizaciéon es una alternativa para la busqueda del aumento de la actividad y la
disminucion de efectos secundarios de una estructura determinada. La misma se realiza
por una ciclacién de la molécula, o la introduccién de grupos voluminosos que impiden la
libre rotacién de un enlace. Como consecuencia de esta rigidizacion se elimina la
posibilidad de adquirir conformaciones vinculadas a interacciones negativas relacionadas
con determinados grupos (o blancos moleculares) que son responsables de efectos no

deseados.

e Sustitucion isostérica-Bioisosterismo

El isosterismo es un concepto quimico que se ha aplicado al desarrollo de nuevas
moléculas con actividad farmacolégica. En la definicién original de Langmuir, en 1881,
este término se utilizo para describir la semejanza en propiedades fisicas y quimicas que
presentan una serie de iones y moléculas que contienen el mismo nimero de atomos y
electrones de valencia. (131 En 1925 Grimm amplia el concepto de isosterismo al enunciar la
ley de “desplazamiento de hidruro” donde considera que un atomo es isdstero con la
especie que resulta al afiadir un hidrogeno y dos electrones al &tomo que precede en el
sistema periddico. [14-15]

Posteriormente, y con el avance sobre el conocimiento de las estructuras de las moléculas,
Erlenmeyer en 1932 redefinié a los isdsteros como “atomos, iones o moléculas en los que
las capas periféricas de electrones se pueden considerar que son idénticas”. [16] Este
concepto define al isosterismo clasico, lo que puede observarse en los ejemplos
presentados en la Figura 2.2. Cuando se incluyen otros criterios para la definicién (como

geometria, solubilidad, acidez, reactividad quimica, polaridad, capacidad de formar
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puentes de hidrogeno) se llega a equivalencias correspondientes a un isosterismo

denominado no clasico (Figura 2.2).117]

Isésteros Clasicos Isésteros no clasicos

CH; NH; OH F C SH PH; CO COOH SO:NH; H OH

CH, NH S o
SO, -SOzH  -PO(OH)NH, F NH,

e S A SN SN &

Y oYy
O Q

000g

Figura 2.2-Ejemplos de isosteros cldsicos y no cldsicos (6]

Iz

A causa de la frecuente aplicacion del concepto de isosterismo en estudios relativos a la
accidn sobre sistemas biologicos de compuestos estructuralmente relacionados, Friedman
introduce en 1951, el término de bioisdsteros para definir a las moléculas o grupos que
poseen propiedades fisicas o quimicas andlogas capaces de producir una respuesta

farmacolégica semejante u opuesta.

Los cambios de bioisésteros son utilizados en el disefio de fAirmacos para aumentar la
potencia de un compuesto o para reemplazar un grupo que genere algin efecto no
deseado, conservando su actividad. Por ejemplo, un anillo de pirrol se ha utilizado con
frecuencia como un bioisdstero de una amida. Esta sustitucion efectuada en la Sultropida
(antagonista de la dopamina) condujo a un aumento de la actividad y selectividad en el
receptor D3 de la dopamina respecto alreceptor D, (Figura 2.3). Tales agentes son
prometedores como agentes antipsicoticos dado que carecen de los efectos secundarios

asociados a la interaccion con el receptor Dy, [€]
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Figura 2.3-Introduccion de un anillo de pirrol como bioisdstero de un grupo amida

La aplicacion de los principios de bioisosterismo ha conducido al descubrimiento de un
gran nimero de farmacos. Como ejemplos podemos citar las oxazolidinadionas y las

hidantoinas que son biois6steros clasicos con accién anticonvulsiva (figura 2.4).

Ry 0, oxazolidina
N NH, Hidantoina
(o) ~ R;

Figura 2.4-Ejemplo de fdrmacos anticonvulsivantes disefiados por aplicacion de los principios de

bioisosterismo
e Simplificacién estructural ¢]

Esta estrategia se basa en eliminar de la molécula aquellos grupos o porciones
estructurales que no sean estrictamente necesarios para la accién bioldgica. Con este fin se
disefian compuestos mas sencillos, que contengan los fragmentos responsables de la
actividad. Estos grupos no tienen necesariamente que encontrarse unidos entre si, sino
que pueden estar separados por una serie de a&tomos que no intervienen en la interaccion

con el receptor, si bien cumplen con la funcién de unir a los grupos activos.

La simplificacion estructural ha sido muy util para la obtencién de compuestos activos
derivados de productos naturales. Estas tacticas de simplificaciéon se han utilizado con
éxito en el alcaloide cocaina en donde las modificaciones se han dirigido
fundamentalmente en dos direcciones, por un lado, lograr compuestos mas simples que
mantengan la actividad anestésica y por otro, conseguir que se elimine la adiccion. Su

simplificacién condujo al desarrollo de anestésicos locales, como la procaina, donde la

37



estructura original se ve drasticamente reducida, segin se observa en el esquema de la

Figura 2.5.
(iJH3 COCH3
N Etsz
ool ) —— ol m
g i

Cocaina Procaina
Figura2.5- Simplicacién estructural de la cocaina

e Modelado molecular (18]

En la optimizaciéon por modelado molecular podriamos incluir todas aquellas técnicas
computacionales que tienen como finalidad el estudio estructural tridimensional de las
moléculas. Estas técnicas permiten simular su estructura y calcular la estabilidad de los
distintos conférmeros posibles para las mismas. También es posible calcular distintas
propiedades fisicoquimicas, dependiendo del programa utilizado, como ser por ejemplo el
coeficiente de reparto, el momento dipolar, la densidad electroénica, etc.; las cuales pueden

resultar de gran importancia para el estudio de la interaccion ligando-blanco molecular.

En funcién de la informacién necesaria para realizar el modelado, existen diversas técnicas
computacionales como por ejemplo el Docking, que no so6lo se utiliza como una estrategia
de busqueda de lideres, sino que permite mediante el anilisis de las interacciones de
compuestos activos generar propuestas de modificaciones estructurales orientadas a

aumentar la union al receptor.

Sintesis quimica

Para la optimizacién de prototipos activos (y en muchos casos para su descubrimiento), es
necesario recurrir a la sintesis quimica. En esta etapa el objetivo es desarrollar el mejor
procedimiento de obtencidn del fArmaco de manera sencilla, segura, con un minimo de
etapas de sintesis, eficiente, econémica y ecoldgica. Ademas, el analisis de impurezas es un
aspecto clave en este proceso, ya que su presencia podria invalidar los resultados de los
estudios toxicolégicos y farmacoldgicos.

Tambien aqui podria considerarse la etapa de la formulacidn del candidato, la cual debe

pensarse en funcion de diversos factores como estabilidad, solubilidad y biodisponibilidad
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del farmaco, la via de administraciéon deseable o la dosis terapéutica adecuada, para ser

empleada en las fases posteriores de investigacion clinica en humanos.

Evaluacion de la Actividad Biolégica

Una vez establecido el objetivo terapéutico y en forma paralela al disefio de farmacos y la
sintesis quimica, se plantean modelos de laboratorio, tanto in vitro como in vivo que sirvan
para valorar los prototipos activos que se perfilen como posibles futuros farmacos. Esta
etapa es de suma importancia ya que con cada ensayo realizado, asi como con la
documentacién consultada, se va obteniendo nueva informacién que ayuda a definir las
relaciones estructura-actividad y permite identificar los grupos funcionales, los
fragmentos, o las propiedades moleculares que favorecen que algunos compuestos
resulten mas o menos activos en los test. La continua incorporaciéon de este conocimiento
hace que este proceso de optimizacién sea ciclico.

Los ensayos in vitro permiten determinar el grado de unién de un candidato a firmaco a
un blanco implicado en la enfermedad de interés. Este modelo es limitado, pero de alguna
manera nos permite ir seleccionando los compuestos que han respondido
satisfactoriamente al modelo biolégico propuesto. También existen ensayos como la
técnica de cribado de alta resolucion HTS (en inglés, high throughput screening) un
método que implica la miniaturizacién y automatizacion de los ensayos in vitro de manera
tal de testear grandes colecciones de compuestos quimicos o productos naturales para
identificar moléculas bioldgicamente activas o compuestos lideres. Se trata de pruebas de
un gran nimero de compuestos frente a una o varias proteinas blanco, en un corto plazo
de tiempo.

Una vez seleccionadas aquellas estructuras que por su actividad justifican continuar con
modelos bioldgicos mas complejos, se inician los ensayos in vivo en animales. Los
resultados de los estudios anteriores proporcionan informaciéon sobre el perfil de las
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los candidatos, incluyendo su
potencial toxicoldgico, (por ejemplo dosis letal, potencial teratogénico y carcinogénico). En
lineas generales podemos definir dos fases de ensayos bioldgicos.

e Ensayos preclinicos: La fase preclinica permite determinar el perfil inicial de
actividad y seguridad del candidato. Se efectiian analisis toxicolégicos completos,
utilizando modelos in vitro e in vivo en animales a fin de reducir y anticipar en lo
posible el riesgo existente para humanos antes de comenzar el ensayo clinico.
También deberan realizarse pruebas farmacocinéticas, como estudios sobre su

absorcién, distribucién, metabolismo y eliminaciéon (ADME) en animales de
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laboratorio. Si el nuevo compuesto activo se evaliia de manera satisfactoria al final
de los estudios citados, se realizan estudios de biofarmacia para establecer como
debe ser formulado para su administracion en humanos durante la fase de
investigacidn clinica siempre que las autoridades regulatorias pertinentes (FDA-
Food and Drug Administration en los Estados Unidos, EMA-European Medicines
Agency, la Unién Europea, etc.) aprueben el pasaje a la siguiente fase.

e Ensayos clinicos: es necesario que antes de comercializar un firmaco éste sea
probado en humanos. Esto se hace, con la finalidad de asegurar la efectividad del
nuevo farmaco, en tres fases consecutivas en diferentes grupos poblacionales. Las

etapas del desarrollo clinico se conocen con los nombres de fases clinicas I, Il y I1I-.

[19]

Para la aprobacioén y el registro de un medicamento nuevo, se recopilan los resultados de
todos los estudios preclinicos y clinicos, los datos de calidad y la descripcién del proceso
de fabricacion y se presentan a las autoridades reguladoras. Si las entidades reguladoras
estan de acuerdo con los resultados y demuestran la calidad, eficacia y seguridad del

farmaco se emite la aprobacién y el registro para permitir su comercializacién.

En esta tesis doctoral se presentan los resultados obtenidos de las etapas de
descubrimiento y disefio de farmacos anticonvulsivos. A continuaciéon se desarrollaran
brevemente las metodologias empleadas previamente para el disefio de este tipo de
farmacos. Posteriormente se detalla la estrategia empleada por el grupo de investigacion
para la definicion del farmaco6foro, que sirvié como criterio racional para sintetizar los

compuestos aqui presentados.

El disefio racional aplicado en el descubrimiento de drogas
anticonvulsivas

La mayor parte de las drogas anticonvulsivas clasicas han sido descubiertas por azar,
mediante metodologias de screening en modelos animales o a través de la variaciéon
estructural de drogas conocidas. Por ejemplo, las drogas antiepilépticas desarrolladas
entre 1912 y 1960 se basaron en una estructura heterociclica simple comun (Figura 2.6).
Durante este periodo, no se crearon compuestos con estructuras novedosas, sino que la
atencion se centrd en las hidantoinas, barbitdricos, oxazolidinodionas, succinimidas y
acetilureas, [201 moléculas desarrolladas por modificaciones estructurales, simplificaciones

estructurales, cambios bioisdsteros, etc, todos métodos clasicos.
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Figura 2.6. Estructura general de las drogas antiepilépticas comercializadas entre 1912 y 1960s. R;,
Ry Rz indican distintas cadenas laterales. Z = -NH- en hidantoinas, Z = -CO-NH- en barbittricos, Z
=-0- en oxazolidinodionas, Z = -CHZ2- en succinimidas, Z = -NHz- en acetilureas.

El conocimiento de los mecanismos de accién de las drogas anticonvulsivas y de la
patofisiologia de las enfermedades cerebrales se ha incrementado notoriamente en los
ultimos afios. A partir de esta informacién se han implementado estrategias de disefio
racional, basadas en la comprensiéon de estos procesos. Como ejemplo podemos citar el
desarrollo de compuestos miméticos del acido y-amino butirico (GABA), principal
neurotransmisor inhibitorio en el cerebro, como son la Vigabatrina y la Tiagabina (Figura
2.7). 1211 La estrategia en estos dos casos se basé en propiciar un aumento de los niveles de
GABA. Esto se logré mediante la inhibicion de la enzima GABA-transaminasa, una de las
responsables del catabolismo de GABA (Vigabatrina) o de uno de sus transportadores
(Tiagabina). Otro caso es el disefio racional enfocado a la reducciéon o bloqueo de la
neurotransmicion mediada por glutamato, uno de los principales neurotransmisores

excitatorios. [22]

d
> o
N

Acido gamma-aminobutirico Vigabatrina Tiagabina

Figura 2.7. Compuestos miméticos del GABA

Los ejemplos citados anteriormente son, hasta el momento, los inicos casos exitosos de

disefio racional de anticonvulsivos. Esto evidencia que las metodologias racionales no han
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sido completamente explotadas para esta patologia. Por otro lado, los fArmacos accesibles
al momento presentan limitada eficacia e importantes efectos adversos. [2324] Todo esto
direcciona a la bisqueda de nuevos compuestos antiepilépticos mas seguros y eficaces
mediante el mayor aprovechamiento de estrategias de disefo racional. Debe sefialarse
ademas que la situacion resulta aiun mas compleja porque los anticonvulsivos conocidos
usualmente poseen mas de un mecanismo de accion, involucrando interacciones con mas
de un sitio de union. 241 Es por eso que el empleo de estrategias basadas en la estructura
del ligando y no desde el receptor biolédgico, resulta una alternativa util, dado que puede
postularse la busqueda de compuestos activos frente a un test bioldgico in vivo,

independizandose de un blanco molecular especifico.

Biisqueda del perfil farmacolégico

Existe una importante bateria de ensayos que han sido desarrollados para detectar la
actividad anticonvulsiva, [241 dado que el uso adecuado de modelos biolégicos preclinicos
evita seguir avanzando en los estudios de aquellos compuestos que no manifiestan
respuestas aceptables en dichos modelos. Entre los mas usados se encuentra el test de
induccién eléctrica (ensayo MES) y el de induccién quimica por administraciéon de
pentilentetrazol (ensayo PTZ o Met). [25] Estos ensayos han detectado la actividad de la
mayoria de las drogas actuales y, en particular, han sido los modelos de evaluacion
anticonvulsiva elegidos para el analisis de los compuestos preparados en esta tesis. Las
caracteristicas de los test se encuentran detalladas en el capitulo VL.

Se sabe que los farmacos que actian mediante el bloqueo de los canales de sodio son
activos frente al ensayo MES, ademas de presentar un comportamiento caracteristico en
estudios in-vitro; mientras que el ensayo de PTZ responde bien para compuestos GABA-
ergicos. [24]

Una cantidad importante de farmacos anticonvulsivos estructuralmente diversos
presentes en el mercado muestran un perfil farmacolégico similar: son activos frente al
ensayo MES e inactivos frente al ensayo PTZ. Entre ellos se encuentra la fenitoina (PHE), la
carbamacepina (CZ), topiramato (TOP), zonisamida (ZON), oxcarbamacepina (OCZ),
farmacos que presentan el bloqueo de canales de sodio como uno de los mecanismos de
accion asociados. [24]

En el presente trabajo se ha utilizado como criterio de disefio de nuevas estructuras
anticonvulsivas a sintetizar que los compuestos cumplan con las caracteristicas

electronicas, estructurales y espaciales necesarias para que los compuestos presenten
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actividad frente al ensayo MES. Es decir, se ha empleado un patrén farmacoférico
previamente definido para anticonvulsivos activos frente a este ensayo bioldgico. [26]

A continuacién se hara una breve descripcion de los patrones farmacoféricos reportados

en literatura para la actividad antiepiléptica.

Patrones farmacoforicos para la actividad antiepiléptica

Inicialmente los modelos farmacoféricos de anticonvulsivos derivaron de la comparacion
de compuestos activos estructuralmente relacionados. Por ejemplo, se han estudiado las
N-bencilamidas del acido y-hidroxibutirico (Figura 2.8), [271 detectdndose que la actividad
se debia a la presencia del fragmento de N-bencilamida, una unidad hidrofébica (anillo

aromatico) como un sitio de unién distante y un grupo capaz de formar puentes de

hidrégeno.

M LLIT
““ n,

Anillo ar6matico

distante
—» Fragmento

bencilamida

RN
%,

W

spre,
::’OH:: —— Grupo hidrofilico

e, 0
M1\

Figura 2.8- Estructura del farmacdforo propuesto para N-bencilamidas a-sustituidas del dcido
y-hidroxibutirico. [27]
Para derivados de la urea y semicarbazonas también se propusieron farmacéforos que
tienen en comun un grupo que puede formar puentes de hidrégeno ubicado entre dos
regiones hidrofébicas (figura 2.9). [28-29] Este modelo sirvié posteriormente para el disefio
de nuevas semicarbazonas con propiedades anticonvulsivas, dos de las cuales el 4-(4-
fluoro fenoxi) benzaldehido semicarbazona y N’-(4-clorofenil)-4-N(2-nitrobenzaldehido)

semicarbazona, se encuentran en diversas etapas de desarrollo como farmacos

antiepilépticos. [29]
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Figura 2.9- Representacién de los derivados de la urea y semicarbazonas estudiados y del
farmacéforo sugerido para cada tipo de compuestos.

Dado que los anticonvulsivos derivados de fenilureas son bloqueantes del canal de sodio,
estas estructuras se compararon con anestésicos locales suponiendo que estos dos
conjuntos de compuestos se unen al canal en la misma regién. [271 Se propuso que los
anestésicos tienen tres puntos de interaccion con el receptor mientras que este tipo de
anticonvulsivos poseen sé6lo dos (Figura 2.10). Esta diferencia se debe a que estos ultimos
carecen del grupo amino terminal (presente en los anestésicos considerados en este

estudio).

Sitio de enlace

puente Hidrégeno <—___ o
S R
HN Sitio de unién
\R electrostatica

Bolsillo lipofilico

Anéstesicos locales

Figura2.10- Representacién esquemdtica del farmacéforo de fenilurea y del sitio de unién para
anestésicos locales y anticonvulsivos que actiian por bloqueo del canal de sodio. [27]

Unverferth y colaboradores reportaron un modelo general para la actividad bloqueante de
canales de sodio en base a la comparacion estructural de cinco (5) anticonvulsivos
diferentes estructuralmente, como son la CZ, PHE, lamotrigina (LAM), ZON y rufinamida

(RUF) (Figura 2.11). Estos autores identificaron tres grupos necesarios para la actividad,
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ubicados a distancias definidas que involucra un anillo aromatico, un atomo dador de
electrones cercano a un grupo NH capaz de conformar una unidad dadora/aceptora por

puente de hidrégeno y un segundo atomo donor de electrones.[30]

ZON RUF

Figura 2.11- Anticonvulsivos seleccionados para el desarrollo de un modelo de farmacoforo por
Unverferth y colaboradores. 30 Los elementos escenciales que forman parte se indican en lineas
punteadas en las moléculas (RH: Regiones hidrofébicas, DE: grupo donor de electrones y PH: grupo
capaz de formar unién puente de hidrégeno).

Nuestro grupo de trabajo analizé exhaustivamente los requerimientos que definen al
patrén farmacoférico de drogas antiepilépticas activas frente al ensayo MES (Figura 2.12),
donde se utilizé un conjunto de entrenamiento mas diverso estructuralmente y mayor en

numero a los antes mencionados. [26:31-33]

El farmacéforo identificado muestra similitudes con el propuesto por Unverferth y
colaboradores, pero difiere en la necesidad de que se encuentren presentes en la molécula
el segundo grupo dador de electrones y el anillo aromatico. En este caso el farmaco6foro
incluye: [2631-33] una porcién polar conformada por dos unidades donoras de electrones
(dtomos 1-2 en la Figura 2.13) y un grupo aceptor de electrones (atomo 3 en la Figura

2.13) situadas en una determinada disposicion espacial.
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Figura 2.12- Fdrmacos antiepilépticos pertenecientes al conjunto de entrenamiento que se utilizaron

para definir el patrén farmacoférico.

El farmacéforo identificado muestra similitudes con el propuesto por Unverferth y
colaboradores, pero difiere en la necesidad de que se encuentre presentes en la molécula
el segundo grupo dador de electrones y el anillo aromatico. En este caso el farmacéforo
incluye [2631-33] una porcién polar, conformada por dos unidades donoras de electrones
(dtomos 1- 3 en las Figuras 2.12 y 2.13) y un grupo aceptor de electrones (atomo 2 en las
Figuras 2.12 y 2.13) situadas en una determinada disposicion espacial. Ademas presenta
una region lipofilica cuya posicidn, respecto a la porcidon polar, esta definida por 3 angulos

de torsion y una distancia d (&tomos 4 y 7 en la Figura 2.13).
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Figura 2.13- Patrén farmacoférico propuesto. 34 Los requisitos anti MES se pueden resumir como un
resto polar (dtomos 1-3, en rojo), y una cadena hidréfobica (5-7 dtomos en verde) colocado en una
conformacién definida por t1, t2, t3 y a una distancia d, conectado al resto polar a través de un dtomo
de enlace (dtomo de 4, en azul), este patron puede observarse en la Oxcarbacepina. 321

Respecto a la porcion polar (d&tomos 1-3, en rojo en la Figura 2.13), se observa que los
farmacos que sirvieron para la definicién del farmacéforo (Figura 2.12) [26.32-34] poseen en
esta region similaridad bioisésterica: Los grupos CHz, NH, y O son isdsteros de acuerdo a la
ley de desplazamiento de Grimm [1415] y son considerados bioisosteros clasicos. (616 Por
otra parte, la diferencia de electronegatividad entre el 4tomo de carbono y de oxigeno en
el grupo carbonilo resulta en una densidad de carga positiva parcial sobre el carbono y
una negativa sobre el oxigeno. Es por ello que los bioisésteros de esta funcién son
generalmente grupos atractores de electrones y con un tamafio relativamente grande 3536
como por ejemplo, los sulféxidos y las sulfonas, reconocidos bioisésteros no clasicos del
grupo carbonilo. 37]

Empleando la informacién contenida en el farmaco6foro se logro disefiar, nuevas drogas
antiepilépticas derivadas del acido valproico, que presentan el perfil farmacolégico
buscado y son mas activas en muchos casos que los antiepilépticos usados actualmente en

clinica. [32-34]

Disenio racional y reemplazo bioisostérico aplicado al farmacoforo
propuesto

Del analisis anterior surgié un nuevo grupo polar en el farmacéforo, la funcién sulfamida,
para el reemplazo bioisostérico de las funciones amida, carbamato, ester, urea,
sulfonamida, sulfamato y sulfato, (Figura 2.14) muchas de ellas presentes en las
estructuras de los anticonvulsivos que definen el farmac6foro de compuestos activos

frente al ensayo MES. [31-34]
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Figura2.14. Funciones presentes en las drogas antiepilépticas estudiadas que se corresponden con la
porcién polar del farmacdéforo. Se incluye la funcién sulfamida como nuevo bioisdstero propuesto.

Debe aclararse que el concepto cualitativo de bioisésteros resulta muchas veces
demasiado amplio. Es por eso que sélo ha sido utilizado como una herramienta inicial y
adicional en el disefio de nuevos anticonvulsivos, contribuyendo a la eleccién de la porciéon
polar del farmacéforo. Sin embargo, lo que se ha tenido en cuenta principalmente para la
seleccion de compuestos son los requerimientos especificos para la actividad anti-Mes que

han quedado definidos con el nuevo patréon farmacofoérico.

En base al modelo de farmacéforo 3D propuesto y a los compuestos sintetizados
anteriormente por nuestro grupo de trabajo, se planteé en este trabajo de tesis el disefio
de nuevas estructuras; en busca de un incremento de actividad, y en la medida de lo
posible, selectividad de accidn. Esta propuesta se orientd a respetar el grupo funcional
sulfamida, e introducir modificaciones en las cadenas laterales, teniendo en cuenta que en
trabajos anteriores se habian sintetizado y evaluado un pequefio conjunto de sulfamidas
unidas a aminoacidos depresores del SNC. [26] En esta oportunidad se propuso disefiar
sulfamidas que cumplan con el patrén farmacoférico mediante la introducciéon de
diferentes cadenas hidrocarbonadas (lineales, ramificadas, ciclicas, aromaticas) como asi

también de grupos aminoesteres.

Sulfamidas derivadas de aminoésteres

Los aminodacidos, junto con sus derivados funcionalizados, han sido objeto de estudio por
presentar en muchos casos una marcada accién antiepiléptica. 3639 Esto puede observarse
en las estructuras presentes de farmacos de tercera generacion, como lo indica la Figura
2.15, en gabapentina, levetiracetam, tiagabina, vigabatrina, lacosamida y brivaracetam

entre otras. [22]
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Figura 2.15- Fdrmacos antiepilépticos de tercera generacion que presentan aminodcidos
funcionalizados en su estructura.

En la presente tesis se utiliz6 la sulfamida como funcién no hidrolizable conectora de entre
un grupo amino ester y una cadena hidrocarbonada, para la construccién de compuestos
capaces de presentar accién anticonvulsiva.

En la Figura 2.16 se resumen los compuestos sintetizados, los cuales presentan en su
estructura los requisitos necesarios para la accién farmacolégica segtn lo predicho por las
metodologias de disefio racional mencionadas previamente en este capitulo.

Los compuestos poseen la funcién sulfamida, pensada como nuevo grupo polar del
farmacoforo, o sulfamato, intermediario de la sintesis de sulfamidas utilizada. El resto de
los requerimientos puede satisfacerse con las diferentes cadenas hidrocarbonadas
pertenecientes a grupos alquilo o arilo sencillos, y/o con las presentes en los amino
esteres.

Como se menciond anteriormente, previo a este trabajo de tesis existia una pequeia
cantidad de sulfamidas derivadas de glicina y B-alanina preparadas por el grupo de
trabajo, encontrandose mayor actividad anticonvulsiva en este ultimo grupo de
compuestos. [261 Es por esto que en esta tesis se prepararon nuevos derivados de $-alanina,
y también de L-fenilalanina y de L-valina, a fin de analizar la influencia tanto de las
cadenas laterales hidrocarbonadas como de los aminoacidos a la actividad anticonvulsiva.
A continuacién pueden observarse las estructuras de los compuestos sintetizados en este

trabajo.
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Figura 2.16-Sulfamidas y sulfamatos preparados de acuerdo a lo propuesto por el disefio:

(2) 2-hidroxifenil-f-alanina-metilester sulfamato (3) N"-adamantil-sulfamoil-N-{-alaninato de metilo
(4) N-(p-fluorobencil)-sulfamoil-N-f-alaninato de metilo (5) N'-fenetil-sulfamoil-N-f-alaninato

de metilo (6) N-(N'-a (+) metilbencil) sulfamoil-3-alaninato de metilo (7) N™hexil-sulfamoil-N-§-
alaninato de metilo (8) N -isobutil-sulfamoil-N-fB-alaninato de metilo (9) Sulfamato de 2-hidroxifenil-
L-valinato de metilo (10) Sulfamato de 2-hidroxifenil-L-fenilalaninato de metilo (11) p-fluorbencil-O-
(2-hidroxifenil) sulfamato (12) N'-(p-fluorobencil) sulfamoil-N-L-valinato de metilo (13) N™-(p-
fluorobencil)sulfamoil-N-L-fenilalaninato de metilo (14) N-isobutil-O-(2-hidroxifenil) sulfamato

(15) Nisobutil-sulfamoil-N-L-valinato de metilo (16) N’-isobutil-sulfamoil-N-L-fenilalaninato de
metilo (17) N-fenetil-O-(2-hidroxifenil)sulfamato
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Sulfamidas: su interés en Quimica Medicinal

El azufre presenta distintos estados de oxidacién (II, IV, VI) y una quimica covalente,
esencialmente no metdlica. Es capaz de formar enlaces fuertes consigo mismo y con otros
atomos, y ademas establecer uniones puente de hidrégeno.

Este elemento quimico tiene una gran importancia bioldgica, se encuentra presente en varios
componentes importantes del organismo como las vitaminas (tiamina Bi, biotina Bs),
hormonas (insulina), como constituyente de los aminoacidos (cisteina y metionina), entre

otras moléculas; y participa en multiples reacciones metabdlicas.

Por otro lado, hay una gran variedad de firmacos para tratar diferentes enfermedades en
donde el azufre estd formando parte en diferentes funciones tales como: tioéter ciclico en
antibioticos [-lactamicos (penicilinas, cefalina), sulfonamidas como parte de farmacos
antibacterianos (sulfatiazol), hipoglucémicos (tolbutamida), diuréticos (furazamida) e

hipertensivos (furosemida), entre los mas destacados.

La funcién sulfamida (=NSO; N=) es un grupo destacado y desde su descubrimiento [l se
siguen hallando derivados que forman parte de las nuevas entidades quimicas utilizadas para
tratar diferentes patologias. S6lo por citar un ejemplo, durante el periodo comprendido entre
el afio 2006-2008 fueron publicadas nueve patentes cuyos compuestos contienen a esta
funcion [2 y que presentan distintas actividades farmacoldgicas. Como ejemplo de lo

anteriormente expresado, se muestran estructuras de fArmacos en la Figura 3.1. [23]

Entre las acciones farmacoldgicas encontradas para las sulfamidas se destacan su potente
actividad antibacteriana y antibiética en muchos casos, [2 3] su accién como inhibidores de la
NS5B polimerasa del virus de la hepatitis C [#], y desde hace varios afios se han probado con
éxito como inhibidores de la anhidrasa carboénica. 5. 6. 71 Ademas se investigd su afinidad por los
receptores canabinoides. [8] También se encuentran trabajos que demuestran su capacidad

agonista sobre los receptores (3-adrenérgicos. [
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Figura 3.1- Ejemplos de fadrmacos utilizados en distintas patologias que contienen la funcién sulfamida en
su estructura. Macitentan: utilizado para controlar la hipertension arterial pulmonar; Famotidin:
antagonista H2 utilizado para el tratamiento de tlcera gdstrica; [NJ-26990990: fdrmaco anticonvulsivo en
fase clinica, 2 Doripenem: antibiético de amplio espectro; Quinagolida: inhibidor de la secrecién de

prolactina en el tratamiento de hiperprolactinemia.

Como se ha detallado en el capitulo 2, las funciones sulfamida y sulfamato han demostrado en
estudios hechos por el LIDeB, una cierta actividad anticonvulsiva, y son las funciones que se
consideraron importantes desarrollar en el presente trabajo de tesis, cuyo objetivo es la
busqueda de nuevos anticonvulsivos. Estas funciones, surgieron del modelo 3D del
farmaco6foro, anteriormente presentado, y puede describirse, de manera simple, como el
reemplazo bioisostérico del grupo polar del patrén farmacoéforico. [10-121 En esta tesis se
propone abordar un trabajo original, donde con el cambio propuesto, se busca incrementar la
actividad anticonvulsiva, mediante la modificacién de los sustituyentes sobre los nitrégenos,
en donde también se propone la inclusiéon de aminoacidos, tales como B-alanina, fenil alanina y

valina, aminoacidos depresores del SNC, los cuales cumplen con los requisitos propuestos.
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Antecedentes: Métodos de sintesis

La funcién sulfamida NH,SO,NH;, desde el punto de vista quimico, es una diamina del acido
sulftirico, sintetizada y caracterizada por primera vez por Regnault en el afio 1838. [1l Este
compuesto y sus derivados fueron preparados luego por diversos métodos, que fueron
recopilados en literatura afios después por Audrieth y Sveda. [1]

Inicialmente, una gran variedad de sulfamidas fueron sintetizadas directamente por reaccién
de cloruro de sulfurilo con aminas primarias o secundarias (Esquema 1). [13] En estos casos se
obtienen compuestos N,N’-disustituidos o tetrasustituidos respectivamente, con la
particularidad de que los sustituyentes unidos a los &tomos de nitrégeno son iguales, por lo

que a este grupo de compuestos los denominaremos sulfamidas “simétricas”.

o) o)
O\\S/O . s “SNH \s/
PN / / N\

ol o R R,RiN NR;R,

Esquema 1- Sintesis de sulfamidas simétricas, utilizando cloruro de sulfurilo y una amina primaria o

secundaria. (13

Esta reaccion presenta como principal desventaja el uso de un compuesto altamente reactivo y
toéxico como es el cloruro de sulfurilo, capaz de generar subproductos poliméricos. Ademas las
condiciones de reaccion requieren trabajar en ausencia de humedad y luz, debido a su

descomposicidn en estas condiciones. [1.14]

A continuacién se describiran las metodologias recopiladas de literatura para la sintesis de
sulfamidas N, N’sustituidas con diferentes sustituyentes, “asimétricas”, debido a que este tipo

de compuestos son los preparados en esta tesis.
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Sintesis de sulfamidas asimétricas

Esta familia de sulfamidas fueron sintetizadas por primera vez utilizando como reactivo de
partida un Cloruro de N-sulfamoilo derivado de aminas secundarias o ciclicas. [1415] Este
compuesto reacciona en presencia de una alquil o aril amina para obtener la correspondiente

sulfamida N, N” sustituida, como lo indica el esquema 2.

o 0O o O
N/ RsNH N/
/S\ - > /S\
R,R4N Cl R1R,N NHRj3
R;R,:alquilo

Rjs:arilo/alquilo

Esquema 2- Sintesis de sulfamidas N, N’ sustituidas, utilizando cloruro de N-sulfamoilo como reactivo de

partida

Esta reaccion permite elaborar una gama limitada de sulfamidas asimétricas, [14-18] debido a
que el cloruro de sulfamoilo, se obtiene por reacciéon de cloruro de sulfurilo (altamente
reactivo) y aminas secundarias (1-esquema 3). [14-18] La sustitucién del cloruro de sulfurilo por
el acido clorosulfénico, CISO,0H en presencia de pentacloruro de fosforo (PCls) permite
generar nuevos derivados de cloruro de sulfamoilo (2, esquema 3) por reaccién con aminas

primarias [19.20]

(0] o
NHR/R, SO,Cl, \S/ R;{R,:alquilo o arilo

1 R2R1N/ \CI

(0] O

a) CISO,0OH \S//

NH, — > prn” g R alquilo /arilo

b) PClg
2

Esquema 3- Vias sintéticas de obtencién de cloruro de sulfamoilo

Otra metodologia cominmente utilizada para sulfamidas N, N’-disustituidas es la reaccion
entre una sulfamida y una amina (aromatica/alifatica) que, en determinadas condiciones de

reaccion, genera el producto deseado a través de una reaccién de transamidacidn. [21-24],
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Por otro lado, Dewynter y colaboradores presentaron una via alternativa en la obtencién de
sulfamidas asimétricas, utilizando clorosulfonil isocianato (CSI), un alcohol y una amina, la cual
puede ser primaria o secundaria, alifitica o aromatica, [2526] para generar una sulfamida
protegida (compuesto 2, esquema 4) [2527-31] J]a que por remociéon del grupo, genera una

sulfamida, donde uno de los nitrégenos no posee sustituciones.

1
_C
- % JLN /\\S//
OH 0
o)
\/
OJJ\N/\;//\O . NH Et;N J\ \/ R
H R1/ “Nro R,

Esquema 4- Reaccion general propuesta por Dewynter y colaboradores para la obtencion de sulfamidas

protegidas. [25]

Similarmente, Berredjem y colaboradores utilizaron CSI como reactivo de partida para obtener
N-acilsulfamidas (compuesto 3, esquema 4), las cuales presentan propiedades antibacterianas.
132 La reaccion se lleva a cabo en 3 etapas (compuestos 1-3, esquema 5) y la amina utilizada

puede ser primaria o secundaria.
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1 2 3

O
N N
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Esquema 5- Obtencion de acilsulfamidas, en 3 etapas: carbamoilacién/sulfamoilacion, desproteccién

y acilacion. 32

Un método alternativo en la obtencién de sulfamidas asimétricas es mediante la N-alquilacion

del sulfonil carbamato (compuesto 2, esquema 6) por reaccién de Mitsunobu y la posterior
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hidrélisis de grupo N-terbutilcarbamato (N-Boc) (compuesto 3, esquema 6) en condiciones

acidas. [26]

(0] O O O
JL O\\ //O Mitsunobu \\S// R,
R —_— ~n
o N/S\N/ 2 R;OH o) N N
H ~N AN N
Ri 3 Rs R
2
TFA
A
R N/S\N R2
3TN \R1

Esquema 6- Reaccién general para la obtencién de sulfamidas N, N'disustituidas via alquilacion de

sulfonilcarbamato. [26] R; puede ser alquilo, arilo o H.

La reaccion de Mitsunobu ha sido utilizada ampliamente en sintesis organica, debido a su
estereoselectividad, a su compatibilidad con un amplio rango de grupos funcionales y por su
posibilidad de facil control de reaccion. La reaccidn transcurre entre un alcohol (R-OH) y un
sustrato acido (Z-H) en presencia de cuplas red6x tales como azodicarboxilato de dietilo
(DEAD) y trifenilfosfina para dar el derivado alquilado (R-Z). Desde su descubrimiento en
1967, 331 ha sido empleada debido a la utilizacién de alcoholes como fuente de grupos alquilo,
sin necesidad de su transformacion en otros grupos funcionales mas reactivos. En el caso de la
sintesis de sulfamidas, el sustrato acido es la sulfamida protegida (compuesto 2, esquemas 4 y
6) que presenta en principio dos grupos NH susceptibles a alquilarse. Sin embargo, sélo se
genera la alquilacién de uno de los NH, el correspondiente al grupo N-acilo, dado que el otro
grupo no es lo suficientemente acido. Esta selectividad representa una ventaja en la reaccion,
dado que se evita la produccién de otros subproductos. 13334371 Debe mencionarse que el
intermediario de la reaccién clorosulfonilcarbamato (compuesto 1, esquema 7) es altamente
reactivo, lo cual acota su aplicacion. Para minimizar este efecto se ha buscado estabilizarlo con
4-N, N-dimetil aminopiridina (4-DMAP)[26] generando un producto mas estable, y que se usa

para transferir el grupo sulfurilo (compuesto 2, esquema 6).
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Esquema 7- Reaccidn de estabilizacion del sulfonilcarbamato propuesta por Winun y colaboradores. [26]

Finalmente, las sulfamidas protegidas (acilsulfamidas) se obtienen en condiciones similares a
las mencionadas anteriormente, por reacciéon con aminas alifaticas, primarias o secundarias.
[26]

La desproteccion de acilsulfamidas tradicionalmente se realiza mediante hidrolisis con acido
acido trifluoroacético (TFA). [252638] Esta ultima estrategia fue realizada por Aksu y
colaboradores para obtener sulfamidas derivadas estructuralmente de la dopamina, que
presentan actividad inhibitoria frente a la anhidrasa carbdnica. 39 También fue aplicada
previamente en nuestro grupo de trabajo para la obtencion de sulfamidas anticonvulsivas. [40]
Existen actualmente varias metodologias que reemplazan a este acido, como por ejemplo silica
funcionalizada con acido fenilsulfénico, 1l 0 la termolisis, que evita el uso de solventes y la

generacion de subproductos téxicos (esquema 8). [12]

\\//

o O

\V4

o NS SNH térmolisi S
%/ N érmolisis HZN/ ~NH + CO, +

Esquema 8- Reaccidn de termdlisis aplicada a la desproteccién del N-(bencil)-N"-(tert-butoxicarbonil)

sulfamida. 121

Las metodologias de sintesis planteadas hasta aqui proponen al cloruro de sulfurilo y al CSI
como reactivos capaces de transferir el grupo sulfurilo. Debe mencionarse que existen otros
ejemplos de transportadores como el N, N’-sulfurildiimidazol, 2 y su analogo N, N’-
sulfurilbis-2-metilimidazol. [#2-44] Estos reactivos se obtienen como resultado de la reaccién
entre el cloruro de sulfurilo y el correspondiente imidazol (esquema 9) y presentan la ventaja
de estabilizar el grupo sulfurilo, lo que permite trabajar con reacciones en condiciones mas

controladas.
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Esquema 9- Reaccidn de obtencion del N, N’-sulfurildiimidazol, donde R puede ser H 6 CH3. [42]

Una vez obtenido el reactivo, la sintesis de las sulfamidas N, N’sutituidas puede ser llevada

cabo segun la siguiente secuencia de pasos:

R o\\ //o R R o\\//o R o\\ //o
N N N N N N N \NG/) \
— 1 — O\XS//O \:—/ 2 \_:/ — 3 R
X: e No-
CH3X
x© R O O
\/ CH N/
R4\N/\ /\ R3R4NH 3\ﬁ}\N/S\N/R2
R3/ ; \R1 \_:/ . \R1

Esquema 10- Reaccién general en la sintesis de sulfamidas asimétricas, utilizando un reactivo
transportador del grupo sulfurilo. R puede ser H 6 CH3 [42]
El primer paso de alquilacién se hace en presencia de triflato de metilo (CF3S03CH3s). Luego, la
sal de imidazolio (compuesto 2, esquema 10) es desplazada por una amina primaria o
secundaria. Estas sales son buenos grupos salientes, ya probados en la preparacién de amidas,
esteres [26] y sulfonamidas. [45] Posteriormente se repite la secuencia para la preparaciéon de

sulfamidas N, N"-sustituidas (compuesto 5, esquema 10).

Otra ruta interesante de sintesis es la que plantea el uso de benzo[d] [1,3, 2] dioxatiol-2,2-
dioxido(catecol sulfato) como reactivo transportador del grupo sulfurilo (esquema 11). Esta
reaccion fue realizada por Kaiser y colaboradores, [46] a partir del conocimiento de que los
fosfatos y sulfatos ciclicos de cinco miembros muestran una extraordinaria velocidad de
hidrélisis alcalina frente a sus andlogos aciclicos y anillos de seis miembros. [46-48] Los
investigadores estudiaron la cinética de la hidrolisis alcalina de este sulfato ciclico, el catecol
sulfato, y del difenilsulfato, su andlogo de cadena abierta. Observaron que la velocidad de

hidrélisis del sulfato ciclico era 2x 107 veces mayor que su analogo difenil sulfato, asi como de
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esteres ciclicos de anillos de seis miembros. [4¢] Este trabajo resulto de interés a Dubois y
Stephenson, quienes investigaron el comportamiento del catecol sulfato frente aminas. [49-50]
Ellos plantearon la sintesis de sulfamidas simétricas y asimétricas en 2 etapas de reaccién. En
una primera etapa las aminas alifiticas reaccionan con el catecol sulfato para generar 2-
hidroxifenil-N-alquilsulfamatos en condiciones suaves de reaccién (etapa 1, esquema 11). [47-
48] Luego, en condiciones mas enérgicas, se puede producir la aminacién del sulfamato para

dar lugar a una sulfamida (etapa 2, esquema 11).

o O
o o \\s//
N
J Yo 1
OH
2 |NHR2
(@) @) OH
\V/4
S\ +
RNH™ O NHR;
OH

Esquema 11- Reaccién de obtencién de sulfamidas a partir de catecol sulfato. [#9]

La relacion entre la amina y el catecol sulfato, en la primera etapa de sintesis, es de 2:1, de
manera que se produzca el ataque nucleofilico con la apertura del anillo del catecol sulfato,
esquema 12. [49-51] Dubois y colaboradores también plantearon utilizar una relacién de 1 mol
de amina por cada mol de catecol sulfato en presencia de 1 mol de trietilamina (Et3;N), que

actiia como base, para obtener el 2-hidroxifenil-N-sulfamato (esquema 12).

0 O o O
o o \\S// . \/
R{NH O~ _ PN
O\L/ H\/ EtsNH
o OH

Esquema 12- Mecanismo de reaccion en la obtencidn de sulfamato, entre el catecol sulfato y la amina. En
la segunda etapa de sintesis se utiliza trietilamina como base.

En relacion a la sintesis de catecol sulfato, este fue sintetizado originalmente por Denivelle en

1936, [521 y luego su obtencion fue optimizada por Kaiser. 53] La sintesis se lleva a cabo por
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reaccion entre el pirocatecol y cloruro de sulfurilo en presencia de piridina como muestra el

siguiente esquema:

N -
X H\N cl
OH
2 O\ /O X
+ SOzC'z / /S\ 2
> O © G
OH Hexano

Esquema 13- Reaccién de obtencién de catecol sulfato. [53]

Un método alternativo para la preparacion de catecol sulfato, planteado por Kingston y
Sudheendra, 54 implica una sintesis en 2 pasos. En la primera etapa se obtiene el silicato de
tris-catecolato, a través de dos vias posibles de preparacién. La primera, como lo indica el
esquema 14, implica el uso de silica gel 6 el etéxido derivado, en presencia de metéxido de
sodio o trietilamina, utilizando metanol/acetonitrilo, como solvente segun el reactivo. En una
segunda etapa este compuesto reacciona con cloruro de sulfurilo para obtenerse el catecol
sulfato. Esta via de sintesis no resulta eficiente, debido a presenta mayor cantidad de etapas

en su obtencion. [55]

SiO,/ Y
OH _— >
CH,OH, reflujo

Si( OC,Hg)y/ Y
OH ——— >
CH,CN, RT o

0 o)
o 0
O\Li/ Y S0, \“
\o d \\o

Y: NaOCH,
Et;N

Esquema 14- Sintesis del silicato de tris-catecolato por diferentes vias y posterior reaccién con cloruro de
sulfurilo.

Tickner y colaboradores, [561llevaron a cabo la preparacion de catecol sulfato, utilizando N, N'-
sulfurildiimidazol como reactivo alternativo al cloruro de sulfurilo (Esquema 15). Emplearon
floruro de potasio (KF) como base no nucleofilica, sustituyendo a otras mas comunmente

utilizadas (como piridina y trietilamina).
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Esquema 15-Ruta de sintesis utilizada por Tickner y colaboradores para obtener catecol sulfato.

Sintesis de sulfamidas derivadas de aminoesteres

La preparacién de sulfamidas de aminoesteres implica otra propuesta de sintesis, dado que
plantea la obtencién de sulfamidas asimétricas, donde uno de los sustituyentes es una amina
alifatica/aromatica pero el otro es un aminoester (como se explica en el capitulo II).
Investigaciones previas muestran que, en algunos casos, la obtencion de este tipo de
compuestos puede realizarse con reacciones quimicas similares a las descriptas para aminas.
Por ejemplo, la condensacion de aminodacidos esterificados con cloruro de sulfurilo permitio
obtener la sulfamida simétrica (compuesto 1, esquema 16). [4057] Por otra parte, las N-
sulfamidas monosustituidas derivadas de aminoacidos fueron sintetizadas con cloruro de
sulfurilo y pentacloruro de antimonio. Esta reacciéon presenta muchas muchas desventajas, no
sblo por la toxicidad del pentacloruro de antimonio, sino también por la generaciéon como
producto secundario de la sulfamida simétrica N,N'-disustituida, que disminuye notablemente

el rendimiento de la reaccién .[58]

En la preparacion de sulfamidas asimétricas N,N’-disustituidas que contienen un grupo
aminoester (compuesto 2, esquema 16) se ha utilizado CSI y terbutanol en la etapa inicial,
para luego llevar a cabo la N-alquilacién del sulfonil carbamato y posterior hidrélisis del
grupo N-boc en condiciones acidas (Esquema 16).[01 Otra alternativa atractiva para la
preparacién de este tipo de compuestos es el empleo de catecol sulfato, de manera similar a la

explicada anteriormente para el caso de aminas (Esquema 11).
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Esquema 16- Vias de sintesis para la obtencién de sulfamidas simétricas y asimétricas derivadas de
aminoesteres, donde Ry: 2-propilpentil, bencil. y Xaa aminodcido40]

Inicialmente se genera como producto un sulfamato (etapa 1, esquema 17) mediante la
reaccion de catecol sulfato con un aminoester. Este intermediario reacciona con otras aminas
0 aminoesteres para obtener sulfamidas N, N’-disustituidas. De acuerdo a literatura, mediante
esta técnica ya se ha obtenido varias sulfamidas de este tipo. [l Comparada con la reacciéon
via CSI anteriormente mencionada, esta ruta sintética permite la obtenciéon de sulfamidas
asimétricas con menor cantidad de pasos de reaccidn, y puede trabajarse con intermediarios
mas estables. En este trabajo de tesis se decidi6 hacer uso de esta ruta sintética, dada las
caracteristicas expuestas, y en este caso se ha reemplazado el calentamiento térmico por el
calentamiento asistido por microondas. Debe aclararse que comercialmente los aminoesteres
se disponen como sales por lo que requieren el agregado de una base en las primeras etapas
de reaccién (Esquemas 16 y 17) se utiliza para liberar el grupo amino y convertirlo en un

mejor nucledfilo.

66



o_ 0O

\\S//
O O - SO
Y 4 ClHaN-Xaa-CO,R,—EN o O "NH—Xaa-COxR;
/N To > 25°C
d Yo
OH 1
NHR,
o o T° > 25°C
Y OH
R,—N~ “N—Xaa-CO,R; +
N H
2 OH

Esquema 17- Ruta de sintesis de sulfamidas derivadas de N-alquil aminoesteres via catecol sulfato, donde
N-Xaa-CO:R;: B-alaninametilester y R;: ciclohexil, butil y bencil. [59]

Sintesis asistida por microondas: una alternativa novedosa en la
sintesis orgdnica

El calentamiento por microondas es una poderosa herramienta benigna con el medio
ambiente que, aplicada a un amplio rango de reacciones quimicas, ha permitido llevar a cabo
importantes contribuciones en el campo de la sintesis organica. Mediante su uso, como
alternativa al calentamiento térmico, se ha logrado disminuir tiempos de reaccién, aumentar
el rendimiento, evitar la obtencion de productos secundarios y reducir procesos de
purificaciéon. (671 Asi mismo, esta técnica permite trabajar tanto con disolvente como en
ausencia del mismo. En este ultimo caso la radiacion se absorbe directamente por los
reactivos, aumentando de esta manera su eficacia y evitando el proceso posterior de
eliminacion del disolvente. [¢0] Por lo tanto, la sintesis asistida por microondas constituye una
interesante oportunidad para desarrollar nuevas transformaciones quimicas no asequibles
mediante la sintesis convencional y, al mismo tiempo, optimizar reacciones que tienen lugar

bajo calentamiento térmico. [60]
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Breve resena del descubrimiento

La utilizacidén de la irradiacién de microondas comenz6 en el aio 1946, cuando el ingeniero e
inventor estadounidense Percy Spencer (1894-1970) realizaba las ultimas pruebas con un
dispositivo para radar llamado Magnetrdn, cuya funcidn era localizar aeronaves y baterias
antiaéreas.[6ll En ese momento realizé observaciones relacionadas con el calentamiento de los
alimentos sometidos a microondas que posteriormente le permitieron la fabricacién, bajo la
patente de la marca Raytheon Company, (61l del primer horno de microondas (bautizado como
1161Radarange). Las ventas de este dispositivo, costoso y de gran tamafio, se limitaron a
instalaciones militares y restaurantes, hasta que en 1967 se hicieron los primeros modelos

para uso doméstico.

El primer trabajo de aplicacién de microondas en sintesis fue realizado por Vanderhoff en
1969 para la polimerizaciéon de mondémeros vinilicos solubles en agua. [62] Sin embargo, recién
en 1986 aparecen las primeras publicaciones en revistas de sintesis organica, realizada por R.
Gedye [631 y R. ]. Giguere. [64] Estos autores describen varias reacciones llevadas a cabo en
pocos minutos en cavidades selladas (de vidrio o teflén) en hornos domésticos. La gran
dificultad de esta técnica radicaba en las explosiones que tenian lugar debido al rapido
desarrollo de altas presiones en sistemas cerrados, [651 generadas por la presencia de
disolventes organicos. Para prevenir estos inconvenientes se desarrollaron nuevos
procedimientos y equipos mas seguros. Entre las nuevas alternativas aparecieron las
reacciones en recipientes abiertos y/o sin disolventes, que se comenzaron a emplear a partir

de 1990. [66]

Fundamento

Los equipos de microondas industriales y de laboratorio utilizan una frecuencia de 2,45 GHz,
la cual esta regulada a nivel nacional e internacional para evitar la interferencia con las
telecomunicaciones. A esta frecuencia, la radiaciéon por microondas posee un bajo contenido
energético en sus fotones (0,0016 eV), si se la compara con la energia de los enlaces quimicos
(que van de un intervalo de 7 a 0.44 eV, tabla 3.1). 671 Por lo tanto, la excitacién de las
moléculas por las microondas genera un incremento de su energia cinética, pero no contiene

suficiente energia como para provocar cambios quimicos en los compuestos por ionizacion.
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Tipo de Enlace Cantidad de Energia (eV)

Cc-C 3,83
C=C 6,35
co 3,74
C=0 7,71
CH 4,51
OH 4,80
Puente de hidrégeno 0,04-0,44

Tabla 3.1- Energia necesaria para la escision de enlaces. [68]

El potencial que tiene la radiacion por microondas en la sintesis quimica se basa
principalmente en la eficiencia del calentamiento de los materiales por efecto del
calentamiento dieléctrico. [6970] La interaccion del componente eléctrico del campo
electromagnético con la materia genera este tipo de calentamiento por dos mecanismos
principales: la polarizacién dipolar y la conduccion iénica. 711 Ambos mecanismos requieren
que el acoplamiento entre el material irradiado y el campo eléctrico de las microondas sea
efectivo. Por lo tanto, la polarizacién dipolar y la conduccidén iénica estan influenciadas por
varios factores como la longitud de onda de la radiacién, las propiedades fisicas de la
sustancia (constante dieléctrica, polaridad, temperatura, viscosidad, capacidad térmica) y sus
caracteristicas (tamafo, concentraciéon, carga y movilidad). En otras palabras, el
calentamiento dieléctrico es dependiente de la habilidad especifica del material (por ejemplo

solvente o reactivo) para transformar la energia de microondas en calor.

Calentamiento por Microondas versus calentamiento convencional

Existen diferencias apreciables entre el calentamiento dieléctrico con microondas y el
calentamiento clasico. Tradicionalmente la sintesis organica se ha llevado a cabo mediante el
calentamiento generado por conduccién y conveccion térmica de una fuente externa de calor.
Una de las grandes ventajas de la irradiaciéon con microondas es que la distribucién de la
temperatura con el volumen de la muestra es mas homogénea que en el calentamiento clasico,
ya que las microondas se acoplan directamente con las moléculas que estan presentes en la
mezcla de reaccion. Esto permite una rapida elevacion de la temperatura. Ademas, como el

mecanismo no depende de la conductividad térmica de los materiales de los recipientes, el
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resultado es un calentamiento selectivo, instantaneo y localizado de cualquier sustancia que
reaccione ante la polarizaciéon dipolar y/o la conduccidn iénica. Este efecto difiere de la
calefaccion clasica, donde se calienta en primer lugar la superficie del recipiente que contiene
la mezcla de reaccion, transmitiéndose el calor por conduccidn y conveccion. En la Figura 3.2
se observa la diferencia en el perfil térmico de las reacciones activadas mediante
calentamiento clasico (2) y las reacciones activadas por microondas (1) tras un minuto de

calentamiento.l72l

Calentamiento Calentamiento
dieléctrico térmico

Figura 3.2- Perfiles de temperatura tras un minuto de reaccién en microondasy en un barfio de aceite.

Figura tomada con permiso de John Wiley and Sons. [72]

Las velocidades de calentamiento que proporciona la irradiacién mediante microondas
pueden ser mucho mayores que las obtenidas mediante calentamiento clasico y a menudo no
pueden ser reproducibles con este tipo de fuente energética. Este hecho permite una notable
reduccion de los tiempos de reaccion, lo que evita la descomposicidn térmica de los productos

o reactivos sensibles y la generacion de subproductos.
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Antecedentes del uso de radiacion microondas en la sintesis de
sulfamidas

Inicialmente se utilizé la radiacién por microondas como método de calentamiento
alternativo en la reacciéon de Mitsunobu tanto para la alquilacién de Boc-sulfamidas con
diferentes alcoholes (compuesto 2, esquema 18) como en su posterior desproteccion
(compuesto3, esquema 18). En esta ultima etapa se utiliz6 ademas silica funcionalizada con
acido fenilsulfénico. [371 Este método de sintesis por microondas permitid a los autores no so6lo

desproteger a las sulfamidas, sino que facilité la preparacién y purificacion de los distintos

derivados.
o
o\\ //o R—NH—R, \\ // )J\ Rz OHIPhSPIDEAD.T OH/Ph,P/DEAD, THF \\// )J\
S —_— )(
o’ e 0/\ MW, 80°C, min R 0/\ MW ,80°C 1-4 min
R1 R1
4@—TS(OH)
NH5-MeOH
MW,100°C,5 min
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\\S//
R—N/ \TH
|
R4 R,

Esquema 18-Reaccion de Mitsunobu y de desproteccion utilizando radiacion microondas. La amina de

partida puede ser aromdtica, primaria o secundaria mientras que el alcohol es bencilico. [*1]

Posteriormente, Roberts y colaboradores plantearon la sintesis de acilsulfamidas utilizando
también este tipo de calentamiento como lo indica el esquema 19. Esta via de sintesis permitio

no soélo reducir la temperatura sino también el tiempo de reaccion. [7475]
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Esquema19-Sintesis de acilsulfamidas utilizando radiaciéon microondas como fuente de

calentamiento.[7475]

También fueron utilizadas microondas en la sintesis de N-aminosulfamidas derivadas de
péptidos (esquema 20). [76] En este caso, la sintesis tradicional transcurre en un tiempo
aproximado de 18-24 h, mientras que utilizando microondas la reaccion se completa en sélo

2,5h.

Esquema?20- Sintesis general de N-aminosulfamidas derivadas de péptidos. 761 Donde R;, R3: metil, bencil,

terbutil y Rz: metil, bencil

Por otra parte, Erturk y colaboradores sintetizaron varias N,N’-difenilsulfamidas y N,N’-
dialquilsulfamidas sustituidas mediante la reaccién de transamidacion utilizando microondas.
Estos autores lograron obtener una serie compuestos reportados previamente y comparar los
resultados con el método clasico de calentamiento, consiguiendo un aumento en el
rendimiento (esquema 20).77] Ademds, como en los ejemplos anteriores, se redujo
drasticamente el tiempo de reacciéon y se elimind la formaciéon de subproductos(esquema

21).077]
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Ar: fenil, 4-metoxifenil,4-clorofenil

R: bencil ,ciclohexil, propil, butil Calentamiento Rendimiento Tiempo

Térmico 21-79% 330 min

Microondas 50-97% 4-15min

Esquema 21- Tiempos de reaccion y rendimientos obtenidos en los procedimientos cldsicosy por

microondas en la preparacién de N, N'-difenilsulfamidas y N, N'-dialquilsulfamidas. [77]

Sintesis de sulfamidas derivadas de aminoesteres por microondas

Como se menciond anteriormente, en este trabajo de tesis se sintetizaron nuevas sulfamidas
asimétricas donde uno de los sustituyentes es una amina alifatica (o aromatica) y el otro un
aminoester. En particular se utilizé la ruta sintética del catecol sulfato como reactivo de
partida para la preparacion de las sulfamidas, ya detallada en este capitulo (esquema 17) pero
sometida a ciertas modificaciones. En primer lugar se mejoré el proceso de obtencién del
catecol sulfato planteado por Kaiser y colaboradores (esquema 12). En la técnica original el
aislamiento se realiza mediante lavados con solucidn de acetato de cobre al 5% para eliminar
el pirocatecol en exceso del medio de reaccidn, mediante la formacion de un complejo.[531 Este
proceso resulta engorroso ya que el complejo formado hace dificil la separacidn de fases, por
lo que hay que realizar varias extracciones del medio acuoso con solvente, generando pérdida
de producto. Se propuso entonces una via alternativa de aislamiento de catecol sulfato,que

implica el uso de cromatografia en columna y permite aumentar el rendimiento de reaccion.

El sulfamato (compuesto 1,esquema 17), intermediario de reaccién,formado por reaccion de

catecol sulfato y clorhidrato de $-alanina metilester fue obtenido, utilizando radiacion
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microondas como medio de calentamiento alternativo, y en ausencia de solvente. Los detalles

se explicaran en el capitulo V.

Por otra parte, los sulfamatos derivados de L-valina y L-fenilalanina no pudieron obtenerse
por esta via en cantidades significativas, debido a la formacion de varios subproductos, entre
el que pudo identificarse la sulfamida simétrica derivada del correspondiente aminoacido, que
posee similar relacion de frente (Rf) que el sulfamato. Se plantearon distintas condiciones de
reaccion, utilizando distintas proporciones de catecol/aminoester, por calentamiento
tradicional y/o microondas y diferentes técnicas de aislamiento. En todos los casos el
rendimiento fue muy bajo o directamente no se logré obtener el producto buscado, que debe
conseguirse en cantidades suficientes para ser utilizado como reactivo de partida en la
siguiente etapa de sintesis de sulfamidas. Por lo tanto se decidid invertir la ruta de sintesis
para el caso de derivados de L-valina y L-fenilalanina, partiendo de la formacién del sulfamato
de la amina (compuesto 1, esquema 22) y adicionando en una etapa posterior el aminoester

correspondiente. Este método alternativo resulté exitoso para la obtencién de este tipo de

sulfamidas.
o O
Y
O\ /O NHR, o~ SNH—R,
/S\
d Yo EtN
OH 1
R
EtzN CI_I\IH3)\(:02R1
o o R
RZ\ /S\ +
N N CO4R;

OH
2

Esquema 22-Sintesis de sulfamidas derivadas de L-valina y L-fenilalanina metil ester.R1:CH3z Ry Rz:

alquilo o arilo. (40

En todos los casos, una vez obtenido el intermediario sulfamato se hizo reaccionar el mismo
con diferentes aminas (etapa final del esquema 16) o aminoesteres (etapa final del esquema
22) para dar lugar a las sulfamidas asimétricas N, N'-disustituidas. Esta segunda reaccion se

llevé a cabo con radiacién de microondas durante 10 a 35 minutos, segin cada caso y en
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presencia de solvente (acetonitrilo) y base (trietilamina). Los detalles se presentaran en el

capitulo V de la presente tesis.

Finalmente se propuso y realiz6 una modificacion en la etapa de aislamiento del producto
final, en la bisqueda de un incremento del mismo, y que ademas se protegiera el medio
ambiente. Por tales motivos se desarrolld6 un método basado en la adsorciéon de catecol por
solidos adsorbentes, para retener selectivamente a este producto de la reaccidn, logrando

mejorar notablemente el proceso de purificacién de las nuevas sulfamidas.

En el capitulo siguiente se describird brevemente el proceso de adsorcidn, las caracteristicas
de los adsorbentes utilizados en esta tesis (6xido de zirconio, quitosano y aliminas) asi como
la metodologia empleada, y los resultados obtenidos en lo que se refiere al estudio de la
capacidad de los distintos sélidos de retener selectivamente catecol. Este analisis permitio

elegir el mejor sistema para la eliminacion de catecol en la sintesis de sulfamidas.
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CAPITULO IV

Adsorbentes






ADSORBENTES

Procesos de Adsorcion: Aspectos generales

La adsorcion es una operacion destinada a la separacién de un componente disuelto en una
fase fluida, gas o liquida, por retencién sobre la superficie de un sélido (adsorbente). Este
proceso ha sido de gran utilidad en la quimica organica a gran escala, por ejemplo para la
eliminacion de agentes quimicos toxicos presentes en el agua como consecuencia del
desarrollo acelerado de las actividades industriales; donde las sales metalicas, compuestos
fenodlicos, colorantes, etc., constituyen varias clases de contaminantes para el medio ambiente.
[L21 Debe mencionarse que existen otras técnicas también utilizadas para separar toxicos
presentes en el agua como 6smosis inversa, intercambio idnico, cromatografia, extracciéon con
disolventes, etc. En particular, los procesos de separacién basados en fenémenos de adsorcion
son de gran importancia para eliminar compuestos a nivel de traza, debido a su alta eficiencia
y selectividad. 34

El fendmeno de adsorcion se produce por la accion de fuerzas que existen en la superficie del
so6lido y que provocan la apariciéon de una fuerza atractiva neta, normal a la superficie del
mismo. En funcién de la naturaleza de estas fuerzas, la adsorcién se puede clasificar en dos

tipos generales:

e Adsorcidn fisica o fisisorcion: las interacciones que se establecen entre la superficie
del soélido y el adsorbato son de naturaleza fisica, fundamentalmente fuerzas de
Van der Waals. Se trata de un proceso reversible, ya que la unién puede romperse

por cambios en parametros como la temperatura, presién o concentracion.

e Adsorcién quimica o quimisorcion: las fuerzas que se establecen son verdaderos
enlaces quimicos, perdiéndose la individualidad de las moléculas y resultando un
fendmeno irreversible. No ocurre sobre toda la superficie del soélido, sino
solamente sobre los centros activos. Este tipo de adsorcion es de gran interés en
catalisis.

En cualquier proceso quimico las distintas fases o especies presentes en él pueden

presentar estados de equilibrio; de igual modo ocurre en el caso de la adsorcion. Es

por eso que cualquier proceso de adsorcion puede caracterizarse mediante la curva de

equilibrio correspondiente, y la eficacia del proceso depende de este equilibrio. Esta
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curva quedard definida para condiciones concretas de presion y temperatura, por lo

que en ocasiones es denominada “Isoterma de adsorcion”.

Adsorbentes

El conocimiento de las propiedades adsortivas de los
sé6lidos ha sido de gran importancia en muchos
campos de la ciencia. Desde hace ya varios afios, el uso
de materiales inorganicos empleados para la retencion
de impurezas presentes en el agua ha adquirido gran

relevancia. Esto se refleja en los numerosos trabajos

publicados referentes a dichas tecnologias. [5-8 El
principal requisito para que un proceso de adsorcion

sea eficaz y econdmico, es emplear un material con El fenémeno de la adsorcién se

conoce desde 1773, cuando el

suficiente selectividad para diferentes especies o :
quimico sueco Scheele observé que

quimicas.
Muchas investigaciones se han llevado a cabo sobre la
adsorciéon de compuestos organicos en diferentes

adsorbentes, siendo los mas empleados el carbén

el carbén era capaz de retener
varias veces su volumen de aire.

Posteriormente, en el afio 1785,
Lowitz describié la adsorcion en fase
liquida, al observar como el carbon
era capaz de decolorar diversos

. . o e
activado, los tamices moleculares, el gel de silice, los Lo

polimeros organicos y las aluminas activadas, entre

otros. Resulta interesante que, en los diferentes

periodos de la historia, el adsorbente utilizado fue variando: antes de la Primera Guerra
Mundial el mas empleado era el carbon; en el periodo entre las Guerras Mundiales se trabajo
con carbones activos, gel de silice y 6xidos de aluminio; y después de la Segunda Guerra
Mundial se produjo un progreso revolucionario con el descubrimiento y aplicacién de
numerosos tipos de zeolitas. [10]

En este trabajo se han seleccionado una serie de adsorbentes utilizados en la industria para la
remocidn selectiva de compuestos polifendlicos en aguas residuales, [81dado que desea utilizar
estos sdlidos para la eliminacién de catecol del medio de reaccién. Ellos son: quitosano,
aliminas y 6xido de zirconio. Los mismos fueron elegidos por su bajo costo, selectividad y/o
disponibilidad. Cabe aclarar que si bien estos absorbentes son usualmente utilizados en agua

(el medio principal del cual se desea eliminar contaminantes), en este trabajo se realizaron
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ensayos de adsorcién en el solvente utilizado en las distintas reacciones de sintesis de

sulfamidas. A continuacién se describen las caracteristicas generales de dichos adsorbentes.

e Oxido de zirconio (Zr0z)

El di6xido de Zirconio se halla naturalmente como badeleyita y se presenta en tres formas
polimoérficas en funcion de la temperatura: la fase monoclinica es estable por debajo de 1170
°C, mientras que en el intervalo entre 1170 y 2370 °C existe como tetragonal, y a
temperaturas entre 2370°C y el punto de fusién ( 2706 °C), el 6xido de zirconio puro cristaliza

en estructura cubica (Figura 4.1). [11]

Monoclinica  1170°C _ tetragonal ~ 2680°C Cubica

>

A
v

Figura 4.1-Formas polimorfas a distintas temperaturas del diéxido de zirconio.

Este material tiene propiedades interesantes, ya que no sélo presenta propiedades basicas
sino que, bajo ciertas condiciones, se comporta como &cido. Esta bifuncionalidad resulta de
importancia en catdlisis, donde la adicién por ejemplo de agentes dopantes como iones
sulfatos, fosfatos y/o boratos al hidréxido de zirconio (Zr (OH)4) da como resultado 6xidos de
zirconio con fuerte acidez y excelentes propiedades cataliticas. [12 Es un 6xido muy estable
que también puede actuar como agente adsorbente de compuestos contaminantes. Por
ejemplo se ha reportado, como material selectivo en la eliminacién de flior del agua debido a
su alta afinidad por los iones floruros, [131 en la adsorcién de arsénico [141 y de fenoles de aguas

residuales. [15]

e (Quitosano

La quitina, bioadsorbente, es un polimero lineal de alto peso molecular de la N-acetil-D-
glucosamina, que abunda en las paredes celulares de algunos hongos y en el caparazén de
crustaceos como cangrejos, langostas y langostinos. El quitosano es un derivado de la quitina,
y se obtiene por hidrolisis de esta ultima (Figura 4.2). Hay numerosos estudios que

comprueban su eficiencia en la eliminacién de colorantes y de compuestos fenélicos. [16-22]

86



0] o s
CH,0OH o) g
o HO
(o) NH
NH C— e 5
\ Hic” O Hee” O
H,c— =0
Quitina
CH,OH
CH,OH 0 CH,OH
o o) o}
HO o0 HO o/
NH
NH, 2 NH,
Quitosano

Figura 4.2- Obtencion del Quitosano a partir de Quitina, para lo cual se utiliza una solucién de NaOH y/o
KOH al 30-40% a una temperatura de 100°C. 23

e Aliimina

Las aliminas se han utilizado durante varias décadas en la industria de catalisis y adsorcion.
Existen cinco tipos de aliminas termodindmicamente estables y diversas fases metaestables,
que se obtienen por deshidratacion de los oxo/hidroxidos de aluminio. [24 Es su estructura la
que determina las caracteristicas adsorbentes que poseen, la cual depende tanto de la alimina

de partida como de las condiciones de sintesis (es decir, su temperatura de calcinacion, Figura
4.3)

———=Gamma ———delta ——— tita ——— alfa

3002C 5002C 8002C 900=C 11002C

Bohemita

Figura 4.3-Fases de transicion de las altiiminas, las flechas indican rangos de transicién a las
temperaturas indicadas en la escala azul, en la figura. 4]
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Termodindmicamente, la forma cristalina mas estable es a-Al;0s. El resto de fases se
denominan gamma (y)-aliminas o aliminas de transiciéon (debido a su naturaleza meta

estable en comparacion con la a -alimina).

Interaccion de Alimina con moléculas organicas

En la presente tesis se han utilizado los adsorbentes descriptos anteriormente para la
adsorcion de catecol. Se detallaran a continuacidn las interacciones mas comunes encontradas
para aliminas, adsorbente que finalmente resulto elegido en la etapa de aislamiento de

sulfamidas.

La afinidad de adsorciéon que presentan los fenoles hacia superficies de alimina resulta de
gran importancia en la tecnologia de tratamiento de aguas, como ya se ha referido
anteriormente, dado que estos compuestos se encuentran cominmente en aguas residuales.
La capacidad de adsorcién de alimina depende de varios factores tales como: propiedades
acido-base de la grupos hidroxilo superficiales, naturaleza de adsorbatos, pH, fuerza i6nica y
superficie especifica. [25] Es por esta ultima propiedad que las a-Al,O3 son poco usadas por si
solas en el tratamiento de efluentes, debido su baja area superficial (entre 40-170 m2g1) y
porosidad, no asi las aliminas de transicién como la eta y gamma (100-800 m2g-1) que poseen
una gran area de superficie. [25-28]

La superficie de la alimina estd cubierta de grupos hidroxilos, iones aluminio (acidos de
Lewis) e iones 6xido (basicos), responsables de la retencién de diferentes compuestos,
ademas de agua, como alcoholes, [291 acidos carboxilicos B9 y en menor medida aldehidos,
esteres y cetonas. [31]

En el caso de los alcoholes aromaticos (fenoles), la adsorcién sobre la superficie de la alimina
se produce por intermedio del grupo fenolato. 1321 La afinidad relativa de adsorcién esta
determinada por el nimero de grupos hidroxilos vecinos presentes en el adsorbato, ya que la

adsorcion aumenta con el incremento de grupos hidroxilos vecinales (es decir, es mayor en

polifenoles). La adsorcion de catecol en Y-Al;03, sistema de nuestro de interés, se lleva a cabo

por intermedio del enlace aluminio-catecolato y se han propuesto dos posibles mecanismos
para la formacién de dicho enlace. 33-34] En la Figura 4.5 el primer modelo representa un
mecanismo que implica la interaccién con sitios superficiales (acidos de Lewis) que aceptan

un par de electrones del fen6xido formando una unién adicional al enlace Al-O de la alimina.
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[31-35] En el segundo mecanismo propuesto, (Figura 4.5) la formacién de enlaces del tipo Al-O

con el catecol producen el desplazamiento de grupos hidroxilo preexistentes en la superficie,

que se desprenden como moléculas de agua.
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Figura 4.5-Mecanismos propuesto en la adsorcién de catecol sobre gamma altimina 34

Determinacion de la capacidad de adsorcion de catecol

En la presente tesis, se determiné la capacidad de diferentes so6lidos de retener el catecol
disuelto en una solucién 0.0167 M. Se utilizaron los siguientes adsorbentes: una a-Al;03
comercial (a-Al;03 area superficial, 5m2g-1, Shimadzu), Quitosano (Sigma), y-Al;03 (area de
superficie, 190 m2g, AirProducts), ZrO, (area de superficie 90 m2gl, Zirconia SZ3*164
monoclinica 16052 de Saint-GobainNorPro). Las areas superficiales se midieron por
adsorcion-desorcion de Nz a -196 °C utilizando el equipo Micromeritics Accusorb 2100E y se
calcularon por la ecuacién de BET. [1] Adicionalmente se testearon, con el mismo criterio, a-
Al;03 y ZrO, como soportes del acetato de cobre (Cu (OAc):-ZrO; Cu(OAc):-a-Al>03). Estos
adsorbentes se eligieron debido a que habiendo usado la ruta tradicional de sintesis el
aislamiento de las sulfamidas se realiza mediante el lavado de catecol del medio de reaccién
por formacion de complejos de cobre (a partir de una solucién acuosa de acetato de cobre al

5% p/p). Dichos complejos se reparten entre la fase organica (utilizada como medio de
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reaccion) y la fase acuosa, el proceso resulté poco eficiente y de dificil manipuleo para la
eliminacion completa del catecol y productos secundarios de la reaccién. Para la preparacion
estos materiales, los 6xidos de ZrO; y a-Al,O3 fueron tratados con una solucién acuosa de
acetato de cobre y luego llevados a sequedad (durante 24 h a 100°C), obteniéndose un so6lido
con un contenido de cobre del 5% p/p.

Los ensayos de adsorcidn que se detallaran a continuacién se realizaron en el Centro de
Investigaciéon y Desarrollo en Ciencias Aplicadas (CINDECA) bajo la direcciéon de la Dra.

Daniela Lick y la Dra. Esther Ponzi.

Ensayos de Adsorcion

Los ensayos se realizaron utilizando 100 mg de adsorbentes, realizando dos o tres
adsorciones sucesivas, hasta que por control por Cromatografia Gaseosa se observé la
adsorcion total del catecol. En cada proceso se colocé una nueva porcién de adsorbente y se
dejé en contacto durante 5 minutos. En el modelo de evaluacién se realizo en solucién de
diclorometano y luego se repiti6 en algunos casos con acetonitrilo. Ambos solventes son los
utilizados en las distintas etapas de reaccién de sintesis de sulfamidas de aminoesteres, de
acuerdo a literatura. 2] La solucién inicial de catecol empleada para en ambos solventes fue de
0,110 mg.mL-1(0,100M). Para realizar las adsorciones se realizé una dilucién de esta solucién
tomando 0,5 mL y llevandolo a 3 mL de solucién con el diluyente (diclorometano o
acetonitrilo) es decir que la cantidad de mmoles de catecol para ser adsorbida fue de 0,05 y la
solucion a adsorber resulta de una concentracién de 0,0167 M. Esta dilucion se realizo para
tener un volumen de solucion apto para llenar el volumen de poro del adsorbente y tener una

cantidad suficiente de filtrado apta para ser analizada.

Control de catecol

El andlisis de la fase liquida luego de la adsorcién se realiz6 mediante cromatografia gaseosa.
En este ultimo caso se inyect6 0.5 pL del filtrado obtenido a un cromatégrafo gaseoso (CG)
Varian Star 3400 CX provisto con detector FID. Se utilizé una columna capilar CP Sil 5CB de 30
metros de longitud y un programa de temperatura de 50 a 170°C (rampa= 10°C.min'!) y una
etapa isotérmica a 170°C. La temperatura del inyector fue de 140°C. Se cuantificé el

remanente en la solucién de catecol, mediante un CG-masa (Perkin Elmer) provisto con una

90



columna Supelco SPB-5 MS de 30 metros de longitud realizando la separaciéon en las

condiciones mencionadas para la cromatografia gaseosa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se reportan los resultados obtenidos de los ensayos de adsorcién, donde
inicialmente se utilizé diclorometano, solvente utilizado en la sintesis original de sulfamidas
via Mitsunobu, (reaccidn que era llevada a cabo en el laboratorio al inicio de la tesis). [2]

Se observa que los adsorbentes ZrQ;, CuAc;-a Al;O3, y y-Al,03 presentan una retencién mayor
al 50% de catecol luego de un sélo proceso de adsorcidn, por lo que en principio resultan ser
los mas eficientes. Entre ellos se descarta en primer lugar la alimina modificada, CuAc;-a
Al;03, debido a que este s6lido modificado no mejora significativamente la capacidad de
adsorcion en comparacion con los otros dos sélidos sin tratar. Ademas, esta alimina contiene
iones de cobre, que pueden resultar téxicos si quedaran trazas en el producto final de la
reaccidn. Posteriormente se aumento el nimero de adsorciones y se determind que la y-Al,03
retiene la totalidad de catecol en dos contactos sucesivos, ademas de ser un sdlido mas
econdmico y accesible que el ZrO,. Finalmente se evalu6 la capacidad de adsorcién de la y-
Al;03 en acetonitrilo, solvente utilizado en la sintesis de sulfamidas mediante reacciéon via
catecol sulfato, [2l encontrandose a este s6lido también eficiente con este solvente. Por lo tanto

esta alimina fue la elegida para la eliminacién de catecol.
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Adsorbente Cantidad de Masa de adsorbente Solvente % Adsorcion
adsorciones (mg)

o Al;03 100 CH2Cl, 2
Cu(OAc)2-a Al;03 100 CH2Cl, 61
Zr0; 100 CH2Cl, 57
Zr0; 100-100 CH:Cl2 69
Zr0; 100-100-100 CH:Cl2 86
Cu(OAC)2-Zr0; 100 CHCl, 28

Quitosano 100 CHCl; 5
Quitosano 100-100 CHCl; 22
v-Al;03 1 100 CH:Cl2 93
v-Alz03 2 100-100 CH:Cl2 100
v-Alz03 1 100 CH3CN 47
v-Alz03 2 100-100 CH3CN 70
v-Alz03 3 100-100-100 CH3CN 93

Tabla 1-Porcentajes de adsorcién de catecol sobre los adsorbentes propuestos de este compuesto
sobre los adsorbentes propuestos calculados por cromatografia gaseosa.

En el capitulo siguiente se presentan los resultados de las sintesis llevadas a cabo en este
trabajo de tesis. Entre los compuestos preparados se encuentran las sulfamidas aisladas

utilizando el adsorbente seleccionado. A modo de ejemplo, la Figura 4.6 muestra una
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Figura 4.1-Empleo de Y-Al;03 en el medio de reacciéon 1- medio de reaccién antes de la adsorcién sobre
Y-Al;03 2- Filtrado obtenido luego del primer contacto sobre Y-Al;03 3- Filtrado del medio de reaccién
luego del 3er contacto sobre Y-Al;03

experiencia realizada con 3 adsorciones con Y-Al,0; sobre el medio de reaccién de sintesis de
(N’-fenetil) sulfamoil-N-B-alaninato de metilo. En todos los casos se observa que la solucién
original, color caramelo (imagen 1) disminuye la intensidad en la coloraciéon a medida que se
realizan las adsorciones (imagen 2), y el adsorbente, originalmente de color blanco, se torna
amarillento en solucidn organica, 371 logrando una solucién final sin presencia de catecol, de
acuerdo a lo observado por cromatografia en capa delgada. La coloracién del solido

adsorbente es consistente con las observaciones obtenidas en experiencias de adsorcién

realizadas por otros autores. [37]
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Trabajo experimental de sintesis.

Consideraciones Generales

Las sintesis convencionales (con calentamiento térmico) se llevaron a cabo en equipos de
vidrio secados por el pasaje de una corriente de nitrégeno 5.0 (contenido de agua < 3ppm

marca Linde), en el equipo primeramente calentados para evitar la presencia de humedad.

Las sintesis en microondas se realizaron en un reactor Monowave 300™ de Anton Paar,
potencia maxima 850 W. El control de temperatura se efectu6 mediante un detector IR,
(incertidumbre en la medicién + 52C) y con termémetro de Rubi (incertidumbre + 2°C). En
estos casos se utilizaron viales de 10 a 30 mL de vidrio borosilicato y con tapa de teflén. En

todas las sintesis se trabajo a la potencia del equipo.

El acetonitrilo (CH3zCN) y diclorometano (CH:Cl;), usados como solventes de reaccion, se
secaron previamente, destilaron y almacenaron sobre tamiz molecular 4 A marca Merck. Los

enfriamientos a 0°C se realizaron mediante bafios de agua-hielo.

Se tomé como criterio para el punto final de las reacciones la ausencia de reactivo y presencia
de nuevo/s producto/s segiin controles por cromatografia en capa delgada (CCD). La siembra
en los mismos se realiz6 mediante micropipeta graduada sembrando 0,6uL del medio de

reaccion en 0,1 mL de solvente.

La evaporacion del solvente se realizé en evaporador rotatorio a temperatura ambiente y a
una presion aproximada de 30 torr. El secado a peso constante se llevd a cabo en tambor de

secado a 20 torr y temperatura ambiente.

Las columnas cromatograficas se prepararon con silica gel 60, (70-230 mesh, Merck .ref.
1.07734.2500). Las CCD se realizaron en cromatofolios de silica gel 60 con fluorescencia 254
nm marca Merck (ref. 1.05554).

Como técnicas de revelado de las placas cromatograficas se utilizaron: luz UV 254 y 366 nm
(método no destructivo) y una solucién acida al 5.5 % p/v de molibdato de amonio (VI)
tetrahidratado, las cuales posteriormente fueron calentadas a 110°C durante 5 minutos
(método destructivo). Los solventes utilizados tanto para las cromatografias como para las

cristalizaciones fueron previamente destilados segin técnicas aceptadas internacionalmente y
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su pureza se verifico mediante CCD. Las fracciones colectadas fueron reunidas segun
presentaron el mismo perfil cromatografico en la CCD.

A los productos sélidos, crudos, se le realizaron ensayos de cristalizaciéon con distintos
solventes o mezclas de solventes, seleccionando aquel que favorezca la pureza y el

rendimiento del producto luego de este ensayo.

Los puntos de fusion de los productos sintetizados se efectuaron en un equipo Electrothermal

en capilar cerrado, y no fue corregida la temperatura por vastago emergente.

Los espectros 'H (200 MHz) y 3C NMR (50 MHz) fueron realizados en un espectrémetro
Bruker AC-200 en el Laboratorio de Compuestos Organicos de la Facultad de Ciencias Exactas
(UNLP), mientras que los espectros 1H (300 MHz) y 13C NMR (75 MHz) se realizaron en un
equipo Bruker Avance II, en el IQUIR (Instituto de Quimica Rosario CONICET-UNR) Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario. Finalmente, los
espectros de 'H (500 MHz) y 13C NMR (126 MHz) fueron realizados en un equipo
espectrometro BRUKER AVANCE II 500 en el UMYMFOR (Unidad De Microanalisis Y Métodos
Fisicos Aplicados a la Quimica Organica) dependiente de CONICET-Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Los datos de corrimiento quimico se
reportan en ppm respecto del estandar interno tetrametilsilano, mientras que las constantes

de acoplamiento se expresan en Hertz.

Se realizaron analisis elementales de C, H, N y S. El porcentaje de O se calculé por diferencia.
Se utilizé un equipo Carlo Erba EA 1108, aceptandose un error entre * 0,2-0,3 % respecto a
los valores calculados a partir de las estructuras propuestas. Los mismos se realizaron en el
INQUIMAE (Instituto de Quimica Fisica de los Materiales, Medio Ambiente y Energia) Facultad

de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Los estudios por espectrometria de masa se realizaron con un Espectrémetro de masa LCQ
Duo (ESI-IT) (Thermo Fisher) con fuente de ionizacién electrospray en el LANAIS-PROEM
(Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios en péptidos y proteinas) perteneciente al
IQUIFIB (Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldégicas) de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica UBA.

Los derivados de aminoacidos utilizados como reactivos fueron adquiridos comercialmente
(marca Sigma-Aldrich). Las aminas utilizadas se purificaron segin técnicas extraidas de

literatura.l!l La aldmina utilizada en las etapas de aislamiento (y-Al,Osmarca Air Products)
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presenta un area de superficie de 190 m2g!y fue previamente molida, secada en estufa 24 h a
120 °C y preservada en recipiente cerrado bajo atmésfera de nitrégeno seco. La filtracién de
este adsorbente se realiz6 a través de filtros Osmonics Inc.1 800 444 8212 syringe filter teflon

0.45 Micron, 100 /PK.

100



Procedimiento

Sintesis de catecol Sulfato (1)

Dado que este reactivo no es comercial, se procede a su sintesis modificando tanto su

aislamiento como su purificaciéon respecto de la técnica tradicional. [2]

OH S i
2 | Sype N
+80,0,, NS ALt 2
(e} \O G
OH Hexano
1

En un balén de 3 bocas, provisto de ampolla de compensacion, de un adaptador con pasaje de
corriente de nitrégeno seco y en la tercera boca, conectada a trampa de gases mediante el
pasaje agua para la retencion de gases., se adapta agitacidn magnética y se adicionan en el
siguiente orden 279mmol (30,76 g) de pirocatecol, 558 mmol (44,19g, 45,0mL) de piridina
(Peb: 115°C, 6: 0,98 g/mL), formandose una solucién amarrilla clara. Sobre ésta solucién se
agregan 300 mL de hexano seco. El medio de reaccién se enfria con bafio hielo-agua liquida-
sal con el fin de mantenerlo entre-5 y -10°C. Con el sistema protegido de la luz se adicionan
lentamente, desde ampolla de compensacion, una solucién de 279 mmol (37,70g, 22,5mL) de
cloruro de sulfurilo (Peb: 69°C, 6: 1,67 g/ mL) en 20,0 mL de hexano seco, durante Zh.
Finalizado el agregado de la solucién anterior, puede observarse la formaciéon de 2 fases
liquidas, la cual se deja reaccionar a temperatura ambiente y en atmosfera de nitrégeno seco,

durante 19 h.

e Aislamiento tradicional 2]

Se separa el producto del medio de reaccién, mediante centrifugacion y posterior extracciéon
con acetato de etilo (2 x 80 mL c/u) de la fase remanente. Se realizan lavados sucesivos (2x
45,0mL) con solucién acuosa fria, de acetato ctiprico 5%, con el fin de extraer el catecol que no
ha reaccionado. Se agrega sulfato de sodio anhidro como agente desecante, se filtra y
concentra el filtrado en evaporador rotatorio, obteniéndose 15,81 g de un liquido pardo
viscoso, el cual se destila a presion reducida (Peb: 132 °C, 10 mmHg). Se obtienen 11,98 g.de
un aceite incoloro a temperatura ambiente que se convierte en un sélido blanco cristalino a 0

°C.
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Rendimiento: 25 % (bibliografia: 52%) [2]
Punto de fusion: 34-36°C (bibliografia: 34-35°C) Bl
Rf: 0,72 (Hexano: Acetato de Etilo 3:1)

e Nuevo proceso de Aislamiento

Una vez que se ha separado el producto del medio de reaccién, mediante centrifugacion, de la
fase remanente se extrae con acetato de etilo (4 x 40 mL c/u), centrifugando en cada etapa
para una mejor separacion de las fases. Se retinen los extractos organicos, se elimina el
solvente en evaporador rotatorio, y se obtiene un liquido viscoso de color ambar. El producto
crudo se seca en tambor de secado con vacio, hasta a obtener peso constante de 20,56 g.

Finalmente se realiza una cromatografia en columna de silica gel 60, (10 veces en peso) con
diclorometano como solvente de elusién. Se recogen 37 fracciones de 10 mL cada una, las
cuales se controlan mediante CCD. Se retnen las fracciones 16-32, a las que se les elimina el
solvente en evaporador rotatorio. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, hasta

peso constante de 16,10 g de un sé6lido blanco.
Rendimiento: 33 % (bibliografia: 52%) [2!

Punto de fusion: 34-36°C (bibliografia: 34-35°C) B3I
Rf: 0,72 (Hexano: Acetato de Etilo 3:1)

Sintesis de Sulfamato de 2-hidroxifenil-N-B-alaninato de metilo (2)

O

Q o
o \\S//
o o . . O™>~NH .
\ CIH3N/\)J\OCH1 OCHs 4+ Et,NHCI
d Yo
Et;N,MW OH
1 2

En un tubo de reaccién para equipo de microondas y bajo atmosfera de nitrégeno seco, se
colocan 22 mmol (1,99 g) de clorhidrato de 3-alanina-metilester y se adiciona mediante goteo
y agitacion magnética 44 mmol (4,50 g, 6.1 mL) de trietilamina (Peb: 89,5°C, &: 0,73g/mL).
Finalmente se agregan 25 mmol (4,20 g) de catecol sulfato sintetizado previamente (1). La

mezcla de reaccion se lleva al equipo de microondas, donde se irradia durante 15 minutos a
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una temperatura de 90°C, con agitacién magnética, obteniendo un sélido pastoso de color
caramelo. Se lleva a temperatura ambiente y adiciona 35,0 mL de diclorometano. Se separa la
fase organica, y se lava con solucién de acido clorhidrico 5N (2x 15mL), luego con solucion
saturada de cloruro de sodio (2x 15 mL) y finalmente con agua (2x 15 mL), para eliminar el
clorhidrato de trietilamonio formado durante la reaccién.

La fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y elimina el solvente en
evaporador rotatorio. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, hasta peso
constante, obteniéndose 7,59 g de un aceite color caramelo. Al producto crudo se realiza una
cromatografia en columna de silica gel 60, (48 veces en peso) utilizando una mezcla de
diclorometano/metanol como solvente de elusién en proporcién 15:1 colectdndose 228
fracciones de 2 a 5 mL cada una, las cuales se controlan mediante CCD, reuniendo las
fracciones con Rf similar. Posteriormente se elimina el solvente y se consiguen 5,16 g de un

solido amarillo que se cristaliza en diclorometano. Se obtiene 3,60 g un sélido blanco.
Rendimiento: 59% (bibliografia: 80%) 4

Punto de Fusién: 102-104 °C (literatura: 102-104°C) [4
Rf producto: 0,55 (CH2Cl,/ MeOH 10:1)

Sintesis de sulfamidas derivadas de f3-alaninametilester

Sintesis de N'-adamantil-sulfamoil-N-f-alaninato de metilo (3)

NH2 HCI O O
(0] \\S// i
O
% /\/ICJ)\ HN” NH OCHs OH
o~ °™NH OCH; C{
+
2 MW 3

En un tubo de reaccién para equipo de microondas y bajo atmosfera de nitrégeno seco, se
coloca una solucion compuesta por 4 mmol (1,14 g) de sulfamato de 2-hidroxifenil-N-§3-
alaninato de metilo, previamente sintetizado (2), 4,4mmol (0,83g) de clorhidrato de
amantadina y 5 mL de acetonitrilo (seco sobre tamiz molecular 4 A). Sobre la misma se

adiciona mediante goteo y agitacion 8,8mmol (1,2 mL) de trietilamina (Peb: 89,5°C, 6: 0,72 g
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/mL). La mezcla de reaccién se coloca en un reactor de microondas donde se irradia durante
20 minutos, a una temperatura de 120 °C con agitacién magnética, obteniendo una solucién
color rojiza.

El medio de reaccién se diluye en 20 mL de acetonitrilo y se adiciona y-Al,Ospara retener
selectivamente al catecol del medio de reaccion. Se realizan 3 agregados y filtrados sucesivos
sobre 9,25 g de y-Al;03 cada uno. La desaparicion de dicho subproducto se constata mediante
CCD. Los filtrados se retnen y se elimina el solvente en evaporador rotatorio, luego se seca a
peso constante en tambor de vacio a temperatura ambiente obteniéndose 853 mg de un so6lido
rosaceo. A este producto crudo se le realiza una cromatografia en columna de silica gel 60 (39
veces en peso) donde se utiliza una mezcla de diclorometano/metanol como solvente de
elusion en proporcion 40:1. Se colectan 86 fracciones de 2 a 3mL cada una, las cuales se
controlan mediante CCD.

Se retnen las fracciones 27-60, que presentan el mismo perfil cromatografico y se elimina el
solvente en evaporador rotatorio. Se obtiene 643mg de un producto crudo de aspecto sélido
blanco, sobre el cual se hacen ensayos de cristalizacion, y se cristaliza de una mezcla de
solventes diclorometano/hexano. Se obtiene un producto cristalino blanco de masa 534 mg

(42 % de rendimiento).
Punto de fusion: 86-87 °C
Rf: 0,54 (CHCl;/ MeOH 40:1) 1

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 4,82 (pico ancho, 1H, NH-$-Ala), 3,73 (s, 3H, 0-CH3), 3,33 (t,/ =
6,0 Hz, 2H, CH>-NH), 2,68(t, ] =6,0 Hz, 2H, N-CH-B-Ala), 2,12(s, 3H , 3CH-adamantil), 1,96 (d, J
= 2,3 Hz, 6H, 3CH;-adamantil ), 1,68(t, 6H, 3CHz-adamantil).

13C-NMR (126MHz, CDCl3) 6173,32 (C=0ester), 55,74 (0-CH3), 51,91 (C-adamantil-N), 42,42
(C-a-adamantil), 38,95 (N-C-f-Ala), 35,89 (C-adamantil), 33,76 (C-CO), 29,58 (C-B-adamantil).

IR (KBr) cm1:3330-3284 (N-H), 2921-2861 (C-H, OCHs), 1737 (C=0), 1321 (SOz asim), 1143
(SO2 sim)

Analisis Elemental:% calculado para C14H24N204S, PM: 316,42. C 53,1, H 7,6, N 8,8, S 10,0 .
Experimental: C 52,9,H 7,7, N 8,8, S 9,8.
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Sintesis de N'-(p-fluorobencil)-sulfamoil-N-f$-alaninato de metilo (4)

N7
A

o O
\/ o . NH, o. 0 o
/S\NH/\/”\ [S OH
o OCH;s HN NH
— > F OCH;  +
CH3CN , MW

OH 2 4 OH

En un tubo de reaccién, bajo atmoésfera de nitrégeno seco, se coloca una solucion compuesta
por 3,5mmol (904 mg) de sulfamato de 2-hidroxifenil-N--alaninato de metilo (2) 3,8 mmol
(0,7mL) de p-fluorbencilamina (Peb: 70°C (1mmHg), 6: 1,095 g/mL) y 5 mL de acetonitrilo
(seco sobre tamiz molecular 4A). Esta mezcla de reaccién se introduce en el reactor de
microondas donde se irradia durante 35 minutos a una temperatura de 120°C, con agitacién
magnética, al cabo del cual se obtiene una solucién amarilla.

El medio de reaccidn se diluye con 30 mL de acetonitrilo y se agrega y-Al;Os. Se trata 4 veces
con 5,28 g de y-Al;03, para lograr la eliminacién del producto secundario mediante el control
por CCD. El adsorbente se separa mediante filtracion y al filtrado se le elimina el solvente,
inicialmente en evaporador rotatorio y lleva a peso constante en tambor de vacio a
temperatura ambiente. Se obtienen 500 mg de un sélido blanco. A este producto se le realiza
una cromatografia en columna de silica gel 60, (29 veces en peso) con una mezcla de
hexano/acetato de etilo en proporcién 6:4 como solvente de elusién. Se utiliza siembra sélida,
para ello se disuelve el producto crudo en acetona, se adiciona silica gel y luego se evapora el
solvente. Se recogen 157 fracciones de 2 a 4 mL cada una, las cuales se controlan mediante
CCD. Se reunen las fracciones 38-152, que presentan igual Rf, obteniéndose 480mg de un
sélido blanco luego de la eliminacion del solvente. El producto crudo se purifica mediante
cristalizacién con mezcla de diclorometano /hexano. Se obtiene un cristalizado blanco de

masa 449 mg (45 % de rendimiento)

Punto de fusion: 87-88°C
Rf: 0,58 (CH;Cl;/MeOH 20:1)

1H-NMR (500 MHz, CDCls) & 7,33-7,36 (m, 2H, C26-Ar), 7,04-7,08 (m, 2H, C26-Ar), 4,20 (s, 2H,
CHa-bencil), 3,71 (s, 3H, 0-CHs), 3,29 (t, J= 6,0Hz, 2H, N-CHa-B-Ala), 2,60(t, J= 6,0 Hz, 2H, CH,-
CO B-Ala).
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13C NMR (126 MHz, CDCls) § 172,57 (C=0 ester), 163,47-161, 70 (C-F), 132,46, 129,78,
115,62 (C123-Ar), 51,77 (0-CHs), 46,59 (C-bencil), 38,69 (N-C-B-Ala), 33,67 (C-CO).

IR (KBr) cm-: 3488-3288 (N-H), 2960-2860 (C-H, OCH3), 1743 (C=0), 1510 (C-F), 1310
(SOzasim), 1141 (SO; sim).

Analisis Elemental: % calculado para C11H1sFN204S PM: 290,31: C45,5,H 5,2,N 9,6, S 11,0 %.
Experimental: C 45,5,H5,3,N9,5,S11,1 %

Sintesis de N'-fenetil-sulfamoil-N-B-alaninato de metilo(5)

o o o o o
% L
_Ss OH
o \NH/\/U\OCHS O/\/ ©/\/HN/ SNH OCH; 4+ @[
oH 2 CH3CN, MW 5 OH

A efectos de comparar los rendimientos de las sintesis en este caso se realizo la preparacion
del compuesto 5 utilizando calentamiento por microondas y térmico (método convencional).

Lo mismo sucede con los compuestos 7 y 8.

e Sintesis en Microondas

En un tubo de reaccién de microondas se coloca en el siguiente orden: 3 mmol (800 mg) de
sulfamato de 2-hidroxifenil-N-f-alaninanato de metilo (2), 5,0 mL de acetonitrilo seco sobre
tamiz molecular y 3 mmol (0,35 g, 0,4 mL) de fenetilamina gota a gota. Se irradia en
microondas durante 15 minutos a una temperatura de 130 °C y con agitacién magnética. Se
obtiene una solucién naranja que se concentra en evaporador rotatorio y se seca a peso
constante en tambor de vacio.Se obtiene un aceite color durazno al que se diluye en 20 mL de
acetonitrilo. Esta solucion se trata con y-Al>03 (3 x 4,0 g). Se filtra el adsorbente del medio y el
filtrado se concentra inicialmente en evaporador rotatorio y lleva a peso constante en tambor
de vacio a temperatura ambiente. Se obtienen 427 mg de un sélido rosaceo, crudo, que es
cristalizado mediante mezcla de solventes diclorometano/ éter de petréleo. Se obtiene un

sélido blanco de peso 388 mg (rendimiento: 47%).
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Punto de Fusion: 72-73°C
Rf: 0,57 (CH.Cl,: MeOH 20:1)

1H-NMR (200 MHz,CDCl3) 6 7,36-7,18 (m, 5H, Ar-H), 4,86( s, pico amplio, 1H, NH-fAla), 4,26
(s, pico amplio, 1H, NH-fenetil), 3,70(s, 3H, 0-CH3), 3,31 (t, / =6,5 Hz, 2H, N-CH;-fenetil), 3,17
(s, pico amplio, 2H, CHz-bencil), 2,87(t ,J=6,5Hz, 2H, N-CHz-3-Ala), 2,55 (t, / = 6,1Hz,2H,CH;-CO
[-Ala)

13C NMR (50 MHz, CDCls) § 172,75 (C=0 ester),138,45 (C! Ar), 129,29, 129,01, 127,23 (C234
Ar), 51,90 (0-CHs3), 44,81 (CH,-NH), 39,35 (N-C-B-Ala), 35,64 (CH,-bencil), 34,39 (C-CO).

IR (KBr) cm-t: 3477-3269 (N-H), 2954-2896 (C-H,0CHs), 1757 (C=0), 1319 (SOzasim), 1145
(SO sim).

Analisis Elemental: % Calculado paraCi2H1sN204S PM:286,35.C 50,4 ,H 6,3,N 9,8,5 11,2
.Experimental :C 50,7 ,H6,5,N9,6,S11,1.

e Meétodo convencional

En un tubo de reaccion previamente seco y en atmdsfera de nitréogeno se colocan 6,1mmol
(1,69 g) de sulfamato de 2-hidroxifenil-N--alaninato de metilo (2) y 16 mL de acetonitrilo
seco. Cuando toda la mezcla resulta homogénea se adiciona mediante goteo, 6,9mmol (0,84 g,
0,88 mL) de fenetilamina (Peb: 67°C, 1,1 mmHg, 6: 0,962 g/mL). El medio de reaccién se lleva
a reflujo con bafio externo a una temperatura de 90-100°C, con agitacion magnética y en
atmosfera de nitrégeno seco durante 22 h. Se observa una solucién de tonalidad rojiza.

El medio de reaccién se deja enfriar a temperatura ambiente y se concentra en evaporador
rotatorio. Se obtiene un aceite marrén, que se seca en tambor a vacio hasta peso constante de
2,73 g. El mismo se diluye en 80 mL de acetonitrilo y se trata con y-Al,03 (3 x 8,5 g), durante 5-
10 minutos y luego se filtra. La desaparicion del catecol se constata mediante CCD. Se retinen y
concentran los filtrados para posteriormente secar el producto hasta peso constante
generando un solido rojo oscuro de masa 1,10 g. El producto crudo se purifica mediante
cristalizacién con diclorometano/éter de petréleo, obteniéndose 722 mg de un sé6lido blanco
(rendimiento: 41%).

Punto de fusion:72-73°C
Rf: 0,57(CH2Cl,: MeOH 20:1)
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Sintesis de N'-(+) a-metilbencil-sulfamoil-N-f-alaninato de metilo (6)

O, o) o (0]
O/\\S/< /\/U\ NH, \\S//
H
- +
OH -
OH

2 CH3CN, MW

En un tubo de reaccidn, bajo atmosfera de nitrégeno seco, se agregan 3,5 mmol (0,96 g) de
sulfamato de 2-hidroxifenil-N-B-alaninato de metilo (2), 3,84 mmol (0,49 ml) de (+) a-
metilbencilamina (Peb: 185 °C, &: 0,94 g/mL) y 5,0 mL de acetonitrilo (seco sobre tamiz
molecular 44). Se introduce en el reactor de microondas donde se irradia durante 25 minutos
a una temperatura de 120°C, y agitacion magnética, al cabo del cual se observa una solucion

de tonalidad rosacea.

El medio de reaccién se diluye en 15 mL de acetonitrilo y se trata con y-Al;03, (3 x 4,29 g cada
una). Se separa el adsorbente del medio y el filtrado se concentra en evaporador rotatorio. Se
seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, a peso constante de 695 mg (aceite
rosaceo). El producto crudo se purifica mediante cromatografia en columna de silica gel 60,
(29 veces en peso) utilizando como solvente de elusiéon una mezcla de hexano/acetato de etilo
en proporcion 1:1 y siembra liquida. Se colectan 80 fracciones de 1 a 2 mL cada una, las cuales
se controlan mediante CCD, y retnen las fracciones 53-80, que posteriormente se filtra a
través de un embudo con placa fritada. El solvente se elimina para obtener finalmente 401mg

de un aceite incoloro, puro por CCD (rendimiento 40 %).
Rf: 0,62 (CH2Cl,/MeOH 20:1)

1H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,40-7,29 (m, 5H, C-Ar), 4,53-4,57 (m, 1H, CH-bencil), 3,68 (s,
3H, 0-CHs) 3,18-2,96 (m, 2H, N-CH,-B-Ala), 2,49-2,34 (m, 2H, CH2-CO B-Ala), 1,56 (d, ] = 6,3 Hz,
3H, CHa).

13C NMR (126 MHz,CDCls) § 172,07 (C=0 ester), 142,25 (C! Ar), 128,30, 127,63, 126,43 (C23+
Ar), 53,41 (N-C-Ar), 51,57 (0-CHs), 38,81 (N-C-p-Ala), 33,80 (C-C0), 23,55 (CHs)

IR (KBr) cm1:3311(N-H), 2977 (C-H, OCH3), 2370 (C-H aromaticos), 1735 (C=0), 1440 (C-C
aromaticos), 1330 (SOzasim), 1161 (SO sim)
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EM (ES)*calculado para Ci2H1gN204S m/z :286,10 (100%). Experimental [M+H]*m/z =286,9
(79%).

Sintesis de N'-hexil sulfamoil-N-B-alaninato de metilo (7)

(0]

Q. o
N\ / o) ]
O’S< \ A OH
NH OCH; >, S
> NN NH OCH; 4
OH oH

CH3CN, MW
2 7

En un tubo de reaccién, bajo atmosfera de nitrégeno seco, se colocan 2.90 mmol (800mg) de
sulfamato de 2-hidroxifenil-N-B-alaninato de metilo (2), 5 mL de acetonitrilo y gota a gota,
3,19 mmol (0,46mL) de hexilamina (Peb: 132°C, 6: 0,76 g/mL). Esta mezcla de reaccién se
introduce en el reactor de microondas durante 15 minutos, a 120°C y con agitacién magnética.
Se observa una solucién amarilla, que se concentra luego en evaporador rotatorio y se seca a
peso constante en tambor de vacio, para obtener un aceite color caramelo. El medio de
reaccion se diluye con 15 mL de acetonitrilo y se trata con y-Al;03, durante 5-10 minutos (3 x
4,0 g de y-Al;03 cada uno). Luego de esta operacion se separa el adsorbente del medio y se
elimina el solvente del filtrado inicialmente en evaporador rotatorio y posteriormente en
tambor de vacio a temperatura ambiente, hasta peso constante de 746 mg (sé6lido naranja,
crudo). Posteriormente se realiza una cromatografia en columna utilizando silica gel 60 (47
veces en peso), y como solvente de elusién una mezcla de diclorometano/metanol en
proporcién 20:1. El producto aislado se purifica mediante cristalizacién desde una mezcla

diclorometano/éter de petroleo. Se obtiene 419 mg un s6lido blanco (rendimiento: 54 %).
Punto de fusion: 47-47,5 °C
Rf: 0,72 (CH2Cl>/ MeOH 20:1)

1H-NMR (200 MHz,CDCls) § 5,01 (t, /= 6,5 Hz, 1H, NH-B-Ala), 4,50 (t, /= 6,1 Hz, 1H, NH hexil),
3,72 (s, 3H, 0-CHs), 3,31 (AM2X2, ] = 6,5, 6,2Hz, 2H, N-CH,-B-Ala), 3,04-2,97(m, 2H, N-CHa-
hexil), 2,64 (t, J= 6,1 Hz, 2H, CH2-CO B-Ala), 1,58-1,48(m, 2H, CHs-CH, -hexil), 1,29 (m, 6H, CH,-
CH,-CHzhexil), 0,92-0,86 (m, 3H, CHs-hexil) .
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13C NMR (50 MHz, CDCls) 8 172,46(C=0 ester), 51,96 (0-CH3), 43,45 (N-C-hexil), 38,91 (N-C-
B-Ala), 34,10 (C-C0),31,45 (a-C-hexil), 29,86 (B-C-hexil), 26,59 (8 —C-hexil ), 22,74 (5-C hexil),
14,22 (CHs-hexil).

IR (KBr):3465-3296(N-H), 2956-2852 (C-H, OCHs),1741 (C=0), 1332 (SOzasim), 1199 (SO,

sim).

Analisis Elemental: % Calculado para C19H22N204S PM: 266,36; C 45.1,H 8,3, N 10,5,S 12,0.
Experimental: C 45,3, H 8,4, N 10,4,S 11,9.

e Método convencional

En un tubo de reaccion previamente seco, al que se adapta agitacion magnética y atmosfera de
nitrégeno, se colocan 3,77 mmol (1,05 g) de sulfamato de 2-hidroxifenil-B-alaninato de metilo
(2) y 7 mL de acetonitrilo seco. Cuando se observa una solucién limpida se adiciona mediante
goteo, 4,15 mmol (0,42 g, 0,56 mL) de hexilamina (Peb: 132°C, &: 0,76 g/mL). El medio de
reaccion se lleva a reflujo con bafio externo a una temperatura de 90-100 °C, durante 17 h. Se
observa una soluciéon de tonalidad rojiza que se deja llegar a temperatura ambiente y se
concentra en evaporador rotatorio. Se advierte la presencia de un aceite color caramelo, que
se seca en tambor a vacio hasta peso constante de 1,67 g. El mismo se diluye en 80 mL de
acetonitrilo y se trata con y-Al;03 (3 x 8,5 g), durante 5-10 minutos y posteriormente se filtra.
El filtrado obtenido se concentra y seca hasta peso constante de 647 mg de un aceite color
caramelo. Luego se realiza una cromatografia en columna utilizando silica gel 60 (47 veces en
peso), y como solvente de elusién una mezcla de diclorometano /metanol en proporcion 20:1.
El producto aislado se purifica mediante cristalizaciéon desde una mezcla diclorometano/éter

de petroéleo. Se obtiene 334 mg un sélido blanco (rendimiento: 33 %).
Pf:44-46°C
Rf: 0,72 (CH:Clz: MeOH 20:1)

Sintesis de N'-isobutil- sulfamoil-N-B-alaninato de metilo (8)
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En un tubo de reaccién para microondas, bajo atmosfera de nitrégeno seco, se coloca una
soluciéon compuesta por 3,64 mmol (1,02 g) de sulfamato 2-hidroxifenil-N-B-alaninato de
metilo (2), 5 mL de acetonitrilo (seco sobre tamiz molecular 4A) y mediante goteo, 4,36 mmol
(0,44 mL) de isobutilamina (Peb: 69 °C, 6: 0,736 g/mL). Esta mezcla se lleva al reactor de
microondas donde se irradia durante 20 minutos a una temperatura de 120 °C y con agitacion
magnética. Al finalizar la reaccion se observa una solucién rojiza.

El medio de reaccién se diluye en 20 mL de acetonitrilo y se trata con y-Al:O3, (3 x 4,24 g)
durante 5-10 minutos. Se separa el adsorbente del medio y el filtrado resultante se concentra
en evaporador rotatorio. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, y se obtienen
605 mg de un aceite color naranja. Este producto crudo se cristaliza desde
diclorometano/éter de petrdleo obteniéndose 416 mg de producto cristalizado blanco-

nacarado (rendimiento 48%).
Punto de fusion: 42-43 °C.

Rf: 0,66 (CH,Cl,/ MeOH 20:1)

1 H NMR (200 MHz, CDCls) 6§ 5,02(t, J= 6,3 Hz, 1H , NH-B-Ala), 4,58 (t, J= 6,2Hz, 1H, NH-
isobutil), 3,72 (s, 3H , 0-CHs), 3,30(dd, /= 6,3, 6,3Hz, 2H, N-CH,-p-Ala), 2,85(t, ]= 6,5Hz, 2H,
CH,-CO B-Ala), 2,64 (t, J = 6,1 Hz, 2H, CHz-Isobutil), 1,91-1,70(m, 1H,CH-isobutil), 0,95 (d, J
=6,3 Hz, 6H, CHa)

13C NMR (50 MHz, CDCls) § 172,83 (CO), 52,19 (0-CHs ), 50,78 (N-C-isobutil), 38,91 (N-C-B-
Ala), 34,12 (C-CO), 28,49 (CH-isobutil), 20,23 (CHa).

IR (KBr): 3280(N-H), 2958-2873 (C-H, OCH3), 1749 (C=0), 1311 (SO,asim), 1132 (SO sim)

EM (ES)*Calculado para CgH1sN204S m/z: 238,10 (100%). Experimental [M+H]*239,1 (100%)

e Método convencional
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En un tubo de reaccién previamente seco, se adapta agitacién magnética y en atmdsfera de
nitrégeno se colocan 1,69 mmol (400mg) de sulfamato de 2-hidroxifenil-B-alaninato de metilo
(2) y 6 mL de acetonitrilo seco. Cuando la mezcla resulta homogénea se adiciona mediante
goteo, 1,90 mmol (140 mg,0,19 mL) de isobutilamina (Peb:69 °C, §: 0,736 g/mL). El medio de
reaccion se lleva a reflujo con bafio externo a una temperatura de 40-50° C en atmosfera de
nitrégeno seco durante 29 h. Se observa una solucion de tonalidad rojiza, controlada por CCD,
y se observa una probable descomposicion del reactivo (2) no llegandose a obtener el
producto esperado. Luego de este resultado se repite la reaccion aumentando la temperatura
a 60-70°C, obteniéndose el mismo resultado, motivo por el cual la preparaciéon del compuesto

se descarta.

Sintesis de Sulfamatos derivados de L-Valina y de L-fenilalanina
metilester

Como se detall6 en el capitulo III de este trabajo de tesis, la preparaciéon de los sulfamatos
derivados de valina y fenilalanina metilester no pudo ser realizada eficientemente siguiendo
la via sintética exitosa para el derivado del sulfamato de (-alanina metil ester (2).

En estos casos la reacciéon entre catecol sulfato y los aminoesteres se realizé de manera
similar a la del compuesto 2, pero se obtuvo una variada mezcla de compuestos entre los que
se separa, purifica e identifica al producto deseado y la sulfamida N, N’-disustituida.

Sin bien, se pudo separar una cantidad minima de cada compuesto, la masa del producto de
interés resulta insuficiente para la etapa posterior donde el mismo sera utilizado como
reactivo de partida, por lo que se concluy6é que no resulta conveniente esta via sintética. A
continuaciéon se describird brevemente los procedimientos realizados asi como los

compuestos que pudieron ser identificados.

Sintesis de sulfamato de 2-hidroxifenil-N-L-valinato de metilo (9)

En primer lugar se sintetizé al compuesto segin la técnica descripta anteriormente para el
compuesto (2), en igual proporciéon entre los reactivos, esto es 1.1:1 de catecol

sulfato/clorhidrato de L-valina metil ester, para lo cual se llevd la mezcla de reaccién en

112



microondas a 45°C durante 75 minutos. Al controlar mediante CCD se observa la desaparicion
de los productos de partida y la formaciéon de un gran nimero de productos, por lo que se
intent6 aislar al compuesto de interés mediante cromatografia en columna, utilizando una
mezcla diclorometano/metanol en proporcion 20:1. Este procedimiento sélo permitio aislar a
uno de los tantos compuestos, en este caso la sulfamida simétrica, que posteriormente se
purificé por cristalizacién con mezcla de diclorometano/éter, obteniendo 444 mg (6%) de
N,N’-Sulfonil-bis-L-valina-dimetilester. Por esto se decidi6 aislar el producto de interés
utilizando cromatografia en columna con distintas proporciones de mezclas de solvente, sin
llegar a un resultado positivo. Se optd entonces, por variar distintos parametros como ser la
relacién catecol/aminodcido, temperatura, sin lograr separar el producto deseado de la

mezcla de reaccion.

La segunda ruta sintética ensayada se bas6 en la sintesis tradicional, a temperatura ambiente
Para ello se utiliz6 la misma proporcién en mmol de reactivos, a temperatura ambiente y
durante 18h. Al cabo del cual se procedi6 a aislar el Sulfamato mediante cromatografia en
columna (diclorometano/metanol 20:1), con lo que se logré separar, luego de purificar la
misma mediante cristalizacion con mezcla diclorometano/éter, 2879mg (58% de
rendimiento) de sulfamato 2-hidroxifenil-N-L-valinato de metilo, cantidad que resulta
insuficiente para poder proseguir con la siguiente etapa de sintesis. A continuacion se detallan

los datos obtenidos en la caracterizacién de cada compuesto aislado.

Sintesis de sulfamato 2-hidroxifenil-N-L-valinato de metilo (9)

N, N’-Sulfonil-bis-L-valina-dimetileste r

N o o o]
Heco = Y/
Punto de fusion: 76-79°C (bibliografia: 78-79 °C)I 3 N/S\NHJj\
H Y OCH3
o) =
Rf: 0,65 (CH2Clz/ MeOH 20:1) -
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1H NMR (500 MHz, CDCls) 6 5,09 (s, 2H, NH), 3,88 (s, 2H, CH-N), 3,80(s, 6H, OCHs), 2,19-2,15
(m, 2H, CH), 1,02 (d, J= 6,8 Hz, 6H, CH3), 0,91 (d, J= 6,9 Hz, 6H, CHs).

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 172, 66 (C=0 ester), 60,70 (C-N), 52,31 (OCHs), 31,25 (CH),
18,83 (CHs), 17,65 (CHa).

Sulfamato de 2-hidroxifenil-N-L-valinato de metilo (9)

Se o}
N\
Punto de fusion: 69-71°C O/S\NH\/“\
C[ ; OCHs
OH

Rf: 0,57 (CH.Cl,/MeOH 20:1)

9
1H-NMR (500 MHz, CDCls) § 6,90-7,29 (m, 4H, H-arématicos), 6,82 (s, 1H, OH), 5,55 (s, 1H,

NH), 4,14 (s, 1H, CH-N), 3,85 (s, 3H, OCH3), 2,19-2,25 (m, 1H, CH), 0,96-1,06(dd, J =6,8Hz, 6,9
Hz, 6H, CHs).

13C-NMR (126 MHz, CDCls) § 172,36 (C=0 ester), 148,16 (C-OH), 137,72, 128,30, 122,99,
120,82, 118,24 (CL3456Ar), 62,74(C-N), 53,07 (OCHs), 31,48 (CH), 18,79 (CH3), 17,37 (CHa).

IR (KBr): 3272(0-H), 2983-2881(C-H, OCH3), 1714 (C=0), 1371 (SOzasim), 1168 (SO, sim).

Analisis Elemental:% Calculado para Ci:H17NOesS PM 303.30, C 47.5, H 5.6, N 4.6,S 10.6
Experimental : C47.7,H 5.8, N 4.7,S 10.6.

Sintesis de Sulfamato de 2-hidroxifenil-N-L-fenilalaninato de metilo (10)

Como en el caso anterior para sintetizar este compuesto, se ha seguido la misma via sintética
que el compuesto (2), por ello en la reaccion se utiliza la misma relacion entre reactivos (1.1:
1 de catecol sulfato: clorhidrato de fenilalanina metilester) y se coloca en reactor de
microondas durante 9 minutos a 100°C, y con agitaciéon magnética al cabo del cual se pudo
constatar por CCD la ausencia de los reactivos de partida, y la aparicién de numerosos

compuestos. Al igual que en la técnica anterior, se intent6 aislar el compuesto de interés
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mediante  cromatografia en columna utilizando como mezcla de elusidn,
diclorometano/metanol 10:1, logrando separar y purificar ,mediante cristalizacién, desde una
mezcla diclorometano/éter, uno de los componentes de mayor RF (59,2 mg, 3% rendimiento).
Mediante el analisis del espectro de RMN de H y C13, se comprobé que el producto obtenido
no era el esperado. Por ello se decidi6 llevar a cabo la reaccion sin el uso de microondas, ya
que se han variado parametros como ser temperatura, proporcién de cada reactivo sin tener

éxito.

La sintesis se efectia a temperatura de 50-60°C con bafio externo durante 44 h con la misma
relacion entre los reactivos, se observa por CCD varios productos por lo que el aislamiento del
producto de interés se realiza nuevamente por cromatografia en columna utilizando como
fase movil una mezcla de Hexano/acetato de etilo 6:4. El compuesto aislado es purificado por
cristalizacién con diclorometano/hexano. Se obtiene 125 mg (25%) del sulfamato de 2-
hidroxifenil-N-L-fenilalaninato de metilo, que como ya se discutié6 anteriormente no resulta
cantidad suficiente para proseguir con la siguiente etapa de sintesis. A continuacién se indican

los datos obtenidos en los analisis realizados.

Sulfamato de 2-hidroxifenil-N-L-fenilalaninato de metilo (10)

, o o o)
Punto de fusién: 118-119°C \/
0~S Ny
OCH,
Rf: 0,50 (CH.Cl,/ MeOH 40:1) ©i é
OH \©
1H NMR (500 MHz, CDCls) 8 6,86-7,39 (m, 9H, H-
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aromaticos), 5,36-5,29 (d, /= 7,7 Hz, 1H, NH), 4,58 (m, 1H, CH), 3,81 (s, 3H, OCH3), 3,19-3,14
(m, 2H, CHz-bencil).

13C NMR (126 MHz, CDCl5) § 171,49(C=O0 ester), 148,22(C-OH), 134,18 (C-0), 134,18 129,31,
128,97, 128,42 (C*321 Ar-bencil), 127,77, 123,29, 120,55, 118,01(C3456Ar), 58,64(CH), 52,74
(OCHs), 38,79 (CHa-bencil).

IR (KBr) cm-t: 3458(0-H), 3282 (N-H) 2954-2867 (C-H,0CH3),1743 ( C=0), 1363 (SOzasim),
1166 (SO, sim).

N, N’-Sulfonil-bis-L-fenilalanina dimetil ester

Punto de fusion: 117-118°C

Rf: 0,67 (CH2Cl,/ MeOH 40:1) O\

oy 0
= /
: S\ \/“\

" TNH—"0cH,

H3CO
1H NMR (500 MHz, CDCls) & 7,25-7,33 (m, 10H, H-arométicos) YHN
4,93-4,91 (d, ] = 9,4 Hz, 2H, NH), 4,26-4,21 (m, 2H,CH), 3,71 (s, © \©
6H,0CH3), 3,05-2,89 (m, 4H,CHz-bencil).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 171,77(C=0 ester), 135,05, 129,46, 128,65, 127,36, (C4321
Aromaticos), 56,47(CH), 52,47(0CHs), 38,71(CHz-bencil).

Dado que las vias sintéticas propuestas en la obtencion de los Sulfamatos de 2-hidroxifenil-N-
L-fenilalanina/valina metilester no han resultado efectivas, se opt6 por llevar a cabo la
reaccion mediante la formacion del sulfamato de arilo/alquilo y la posterior reaccién de este

producto con el aminoester correspondiente.

Sintesis de N-p-fluorobencil-0-(2-hidroxifenil) Sulfamato (11)

< > / \\ /
A // O/S \/©/
+ Et3NHCI

Et3N MW

1 1

En un vial de microondas, bajo atmosfera de nitrégeno seco, se coloca una solucién de 16.83

mmol (2,91 g) de catecol sulfato (1), sintetizado previamente, en 2 mL de diclorometano
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anhidro y se adiciona gota a gota 16,83 mmol (2,30 mL) de trietilamina (Peb: 89,5°C, 6: 0,726
g/mL). Esta mezcla de reaccidn se coloca en bafio de hielo, y se adiciona mediante goteo 16,83
mmol (1,70mL) de p-fliorbencilamina (Peb: 185°C, &§: 1,095 g/mL). El sistema se lleva a
microondas, donde se lo irradia durante 3 minutos con agitacion magnética y a una
temperatura de 55°C. Se obtiene una solucién amarilla al que se adiciona 35 mL de
diclorometano para proceder al lavado de la fase organica con solucidn de acido clorhidrico
5N (2x 15mL), luego con solucion saturada de cloruro de sodio (2x 15 mL) y finalmente con
agua (2x 15 mL).

La fase organica se seca con sulfato de sodio, se filtra y se elimina el solvente en evaporador
rotatorio. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, a peso constante, obteniéndose
6,38 g (so6lido pastoso amarillo).

Al producto crudo se le realiza una cromatografia en columna de silica gel 60 (40 veces en
peso) utilizando una mezcla diclorometano/metanol en proporciéon 40:1 como solvente de
elusion. Se colectan 315 fracciones de 1-3 mL, las cuales se controlan mediante CCD. Se
retnen las fracciones 210-315, que presentan el mismo RF por CCD, para purificarlas
mediante cristalizacién desde diclorometano. Se obtiene un sélido blanco de masa 1,91 g

(rendimiento: 38 %)

Punto de fusion: 129-130 °C

Rf: 0, 53 (CH,Clo/MeOH 40:1)

1H NMR (300 MHz, DMSO) 7,39-6,77 (m, 8H, aromaticos), 6,97 (s, 1H, OH), 4,28 (s, 1H, NH)
3,31 (S, 2H, CHy).

13C NMR (75 MHz, DMSO) 6§ 163,55, 160,33 (C*-F), 150,31 (C-OH), 138,18 (C-0), 134,32,
130,27, 127,70 (C321-Ar-F), 123,95, 119,52, 117,87,115,40 (C3456 Ar-OH), 39,97 (CH,).

19F NMR (282 MHz,DMSO0)6 -115,66 (C-F)

IR (KBr) :3423 (0-H), 3282 (N-H), 2958-2860 (C-H, OCHs), 1363 (SO2asim), 1155 (SO sim),
1220(C-F).

Analisis Elemental: % Calculado para Ci13H12FNO4S: PM 297.30: C 52.5, H 4.1, N 4.7, S 10.8.
Experimental: C 52.3, H 4.2, N 4.8,S 10.9
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Sintesis de N’-(p-fluorobencil) sulfamoil-N-L-valinato de metilo (12)

~
o} Hs,CO A
\\//O F 3 \[(\NHZHU ~~ O o F OH
0-S< H \\S// ‘-
C[ NH 0 HSCO\[FN/ “NH . EtNHCI
OH 5 H OH

EtsN, CHyCN, MW

11 12

En un tubo de reaccién de microondas, bajo atmésfera de nitrégeno seco, se prepara una
solucién conteniendo 2,37 mmol (705 mg) de N-p-fluorobencil-O-(2-hidroxifenil) Sulfamato
(11), sintetizado previamente en el laboratorio, 2,37 mmol (390 mg) de clorhidrato de L-
valina metilester y 5 mL de acetonitrilo (seco sobre tamiz molecular 4A). A esta solucién se
adiciona mediante goteo 5,4 mmol (0,65 mL) de trietilamina (Peb: 89,5°C, &: 0,726 g/mL), se
lleva al reactor de microondas donde se irradia durante 20 minutos con agitacién magnética y
a 120 °C. Se obtiene una solucién limpida de color amarilla, que se concentra en evaporador
rotatorio y se seca en tambor de secado hasta peso constante.

Al producto crudo, un sélido pastoso amarillo, se lo disuelve en 30 mL de diclorometano y se
lava esta solucién. Inicialmente se utiliza una soluciéon de HCl 2,5 N (1x 15 mL), luego con
solucion saturada de NaCl (1 x 15 mL) y finalmente con H,0 destilada (1x 20 mL). La fase
organica se seca sobre Na,S0O4 anhidroy elimina el solvente en evaporador rotatorio. Se seca
en tambor de vacio a temperatura ambiente, hasta peso constante de 690 mg (sélido pastoso
amarillo).

El producto se disuelve en 30 mL de acetonitrilo y se trata con y-Al203 (2 x 3,75 g) durante 5-
10 minutos. El adsorbente se separa mediante filtrado y a la solucién resultante se elimina el
solvente en evaporador rotatorio. Luego se seca el producto crudo en tambor de vacio, a peso
constante de 447 mg. Este producto se purifica mediante cristalizacién desde una mezcla de

diclorometano/hexano y se obtiene 338 mg un sélido blanco (rendimiento: 45%).
Punto de fusion: 70-71°C
Rf: 0,56 (CHCl/MeOH 40:1)

1H NMR (500 MHz,CDCl3)6 7,32-7,29 (m, 2H, H-Aromatico), 7,07-6,93 (m, 2H, H-Aromatico),
5,10 (d, / =6,8Hz, 1H, NH-3-Ala), 4,57 (s, 1H, N-CH»--Ala), 4,23-4,16 (m, 2H, CH»-bencil), 3,87-
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3,85 (m, 1H, CH-N), 3,75 (s, 3H, OCH3), 2,17-2,10 (m, 1H,CH), 1,03 (d, ] = 6,8 Hz, 3H, CH), 0,93
(d,] = 6,9Hz, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz,CDCl5)8 172,90(C=0 ester), 163,02, 161,41 (C-F), 132,11 (C1), 129,6 (C3),
115,19 (C2), 61,58 (CH-N), 52,62 (O-CHs), 46,19 (CH,-bencil), 30,85 (CH), 19,42 (CHs), 16,66
(CH3).

IR (KBr)cm-: 3313 (N-H), 2973-2881 (C-H, OCHs), 1743(C=0), 1321 (SOzasim), 1143 (SO,
sim), 1234 (C-F).

Andlisis Elemental:%Calculado para Ci3H19FN204S PM 318,1: C 49.0, H 6.0, N 8.8, S 10.1
.Experimental : C49.3, H6.1, N 8.5,S 10.1.

Sintesis de N '-(p-fluorobencil) sulfamoil-N-L-fenilalaninato de metilo (13)

o HscOo. _~
AP F s W/\NHZ HCI Q
o}

0
0-S\H H VAP F . OH
@ HaCOT‘/\N/S\NH + Et;NHCI +
oH Et;N , CHsCN, MW 4 H OH

11 13

En un tubo de reacciéon de microondas, bajo atmésfera de nitrégeno seco, se prepara una
soluciéon compuesta por 3.38 mmol (1,0 g) de N-p-fluorobencil-O-(2-hidroxifenil) Sulfamato
(11), sintetizado previamente en el laboratorio, 3,38 mmol (730 mg) de clorhidrato de L-
fenilalanina metiléster y 5 mL de acetonitrilo seco, sobre tamiz molecular 4A. A esta solucién
se adiciona mediante goteo 6,76 mmol (0,93 mL) de trietilamina (Peb: 89,5°C, &: 0,726 g/mL)
y se observa la aparicidn de un sélido en suspensidn. Se lleva al reactor de microondas donde
se irradia durante 25 minutos, con agitacién magnética y a 120 °C obteniéndose una solucion
limpida amarilla, que se concentra en evaporador rotatorio y se seca en tambor de vacio, a
peso constante. Al producto crudo, un s6lido pastoso amarillo, se lo disuelve en 20 ml de
diclorometano y se lava inicialmente con solucién de HCl 2.5M (1x 5 mL), luego con solucién
saturada de NaCl (1 x 5 mL) y finalmente con H20 destilada (2x 5mL). La fase organica se seca
con Na;S0. y se elimina el solvente en evaporador rotatorio. Se seca el crudo en tambor de

vacio a temperatura ambiente, hasta peso constante de 1,10 g (aceite amarillo).

119



El producto se disuelve en 30 mL de acetonitrilo y a esta solucién se trata con y-Al,03 (2 x 5,58
g) durante 5-10 minutos. Se separa el adsorbente del medio y se elimina el solvente del
filtrado mediante evaporacion a presion reducida. Se seca el crudo en tambor de vacio a
temperatura ambiente hasta un peso constante de 718mg (s6lido amarillo). Este se purifica
mediante cristalizacion desde una mezcla diclorometano/éter etilico y se obtiene un

cristalizado blanco de masa 495 mg (rendimiento: 41 %)
Punto de fusion: 64-65°C
Rf: 0,71(CH,Cl,/MeOH 40:1)

1H NMR(300 MHz, DMSO0)6 7,33-6,96 (m, 9H, Aromaticos), 4,95 (d, ] = 6,4 Hz, 1H, NH-CH,-L-
fenilalanina), 4,42 (pico ancho, 1H, NH-p-fluorbencil), 4,30-4,23 (m, 1H, CH), 4,01-3,84 (dd,
2H, CH2-Ar-F), 3,60 (s, 3H, 0-CH3), 3,15-2,94 (dd ,2H, CH2-bencil).

13C NMR(75 MHz, DMS0)5 173,17(C=0 ester), 162,73, 160,60 (C-F), 134,75, 129,91, 115,23
(C321-Ar-F ),137,43, 129,09, 127,24, 115,40 (C5678-Ar) ,57,63 (CH), 52,24 (0-CHs), 44,81 (
CH,-Ar-F), 38,41 (CH,-bencil).

19F NMR (282 MHz, CDCl3) 6 -114,63.

IR (KBr)cm-1:3280 (N-H), 2962-2873 (C-H, OCHs), 1726 (C=0), 1326 (SOzasim), 1145 (SO,
sim), 1216 (C-F).

Analisis Elemental:%Calculado para C18H21FN204S PM 380.43: C55.7,H5.2,N 7.6 ,S 8.7
.Experimental :C 55.4, H5.2, N 7.5,S 8.5

Sintesis de N-isobutil-0-(2-hidroxifenil) Sulfamato (14)

/L/ O\\//o OH
\// NH2 O/S\NY .
d \\ :

OH OH

En un vial de microondas, bajo atmosfera de nitrégeno seco, se colocan 14 mmol (2,47g) de
catecol sulfato (1) sintetizado previamente en el laboratorio, y se agrega mediante goteo 16

mmol (1,42 mL) de isobutilamina (Peb: 69 °C, 6: 0,736 g/mL).
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La mezcla de reaccidn se lleva a microondas, donde se irradia durante 15 minutos con
agitacién magnética y a una temperatura de 60°C, obteniéndose una solucién color caramelo.
La misma se concentra en evaporador rotatorio y luego se seca en tambor de vacio a
temperatura ambiente, obteniéndose un aceite color caramelo, al cual se le adiciona 25 mL de
diclorometano para proceder al lavado mediante la adicién de solucién de acido clorhidrico
5N (2x 10mL), luego con solucion saturada de cloruro de sodio (2x 10 mL) y finalmente con
agua (2x 10 mL).

La fase organica se seca con sulfato de sodio, se filtra y se elimina el solvente en evaporador
rotatorio. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, a peso constante, obteniéndose
3,34 g (s6lido pastoso amarillo).

Al producto crudo se le realiza una cromatografia en columna de silica gel 60 (38 veces en
peso) utilizando una mezcla de diclorometano/metanol en proporcién 20:1 como solvente de
elusion. Se colectan 232 fracciones de 1-3 mL cada una, las cuales se controlan mediante CCD.

Se retinen las fracciones 105-206 y se obtienen 2.28 g de aceite incoloro (rendimiento: 65%).
Rf producto: 0,62 (CH2Cl/MeOH 40:1)

1H NMR (500 MHz, CDCl) § 7,29-6,93 (m, 4H, H-Ar), 6,37 (s ,ancho, 1H,0H), 5,05 (s, 1H, NH),
3,11-3,08 (t,] = 6.5 Hz, 1H,N-CH,), 1,90-1,80 (m, 1H, CH), 0,98-0,96 (d, J= 6,7 Hz, 6H, CHs).

13 CNMR (126 MHz, CDCl5)5 148,49 (C-OH), 137,31 (C!Ar), 128,29, 122,70, 120,83, 117,99
(C2345Ar), 51,54 (N-C), 28,80 (CH), 19,68 (CHa).

IR (KBr)cm-1: 3448 (0-H), 3280 (N-H), 1360 (SOzasim), 1166 (SO sim).

Sintesis de N -isobutil sulfamoil N-L-valinato de metilo (15)

\:/
0.0 HsCO— ™ NH, Hel . 00
O’S\N [e) H \/ OH . -
Hﬁ/ Hacofm/s‘”ﬁ/ + @ + Et;NHCI
NEts, CHsCN , MW 0 OH
OH
15 15

En un tubo de reaccién de microondas, bajo atmdsfera de nitrégeno seco, se coloca una
solucion compuesta por 3,55 mmol (870 mg) de N-isobutil-O-(2-hidroxifenil) Sulfamato (15),

previamente sintetizado, 3,56 mmol (608 mg) de clorhidrato de L-valinametilester y 5 mL de
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acetonitrilo (seco sobre tamiz molecular 4A). A esta solucién se adiciona mediante goteo 7,10
mmol (0,92 mL) de trietilamina (Peb: 89,5°C, 6: 0,726 g/mL), observandose la aparicién de un
solido en suspension. Se irradia en el reactor de microondas durante 30 minutos a 120 °C y
con agitaciéon magnética, obteniéndose una soluciéon naranja que se concentra en evaporador
rotatorio y se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente. Se obtiene un sélido pastoso
color naranja, el cual se disuelve en 10 mL de diclorometano y se lava inicialmente con
solucion de HCl 5% (1x 3 mL), luego con solucién saturada de NaCl (1 x 5 mL) y finalmente
con H;0 destilada (1 x 5mL). La fase organica se seca con Na;SOsanhidro, se filtra el desecante
y el filtrado se concentra en evaporador rotatorio. Se seca en tambor de secado a temperatura

ambiente, obteniéndose un aceite caramelo de peso constante de 929 mg.

El producto se disuelve en 30 mL de acetonitrilo y se trata cony-Al;03 (2 x 5,95 g) durante 5-
10 minutos. El adsorbente se separa del medio y al filtrado se le elimina el solvente en
evaporador rotatorio. Finalmente se seca en tambor de vacio a peso constante en donde se

obtiene 613 mg (65%) de un aceite amarillo, puro por CCD.

Rf: 0,56 (CH.Cl,/MeOH 40:1)

1H NMR (500 MHz, CDCl)3 5,01 (s, 1H, NH-isobutil), 3,81 (s, 1H, CH-N-Valina,), 3,79 (s, 3H,
OCHs), 2,91-2,83 (m, 2H, CH,), 2,15-2,09 (m, 1H, CH-valina), 1,86-1,75 (m, 1H, CH-isobutil),
1,04-0,93 (m, 12H, CHs).

13CNMR (126 MHz,CDCl3) § 173,22 (C=0 ester), 61,21 (CH-N-Valina), 52,30 (OCH3), 50,55
(CH2), 31,44 (CH-valina), 28,35 (CH-isobutil), 19,94 (CHs.valina), 19,17 (CHs.isobutil), 17,38
(CHz-valina).

Andlisis Elemental: % Calculado para C10H22N204S PM 266.36; C 45.1 ,H 8.3, N 10.5,S 12.0
.Experimental : C 44.9, H8.5,N 10.7,S12.1

Sintesis de N -isobutil sulfamoil-N-L-fenilalaninato de metilo (16)
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En un tubo de reaccién de microondas, bajo atmosfera de nitrégeno seco, se prepara una
solucion de 3,17 mmol (778 mg) de N-isobutil-O-(2-hidroxifenil) Sulfamato (15), 3,17 mmol
(683 mg) de clorhidrato de L-valina metilester en 5 mL de acetonitrilo seco, sobre tamiz
molecular. A esta solucion se adiciona, mediante goteo, 6,34 mmol (0,82 mL) de trietilamina
(Peb: 89,5°C, 6: 0,726 g/mL). Se irradia en reactor de microondas durante 20 minutos con
agitacion magnética a 120 °C y el medio de reaccidon resultante (soluciéon amarilla) se
concentra a presion reducida. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente obtiéndose
un aceite color amarillo. El producto se disuelve en 10 mL de diclorometano y se lava

inicialmente con HCl 5%

(1x 3 mL), luego solucidn saturada de NaCl (1 x 5 mL) y finalmente H,0 destilada (2 x 5mL).
La fase orgdnica se seca con Na;SO,, se filtra el desecante y elimina el solvente a presion
reducida. Se seca en tambor de vacio a temperatura ambiente, y se obtienen 862 mg de un
aceite amarillo. El producto se diluye en 25 mL de acetonitrilo y se trata con y-Al203 (2 x 5,50
g) durante 5-10 minutos. Se separa el adsorbente mediante filtrado, y a la soluciéon resultante
se le elimina el solvente en evaporador rotatorio. Se seca en tambor de vacio, a temperatura
ambiente hasta obtener un aceite amarillo de peso constante de 614mg. Posteriormente este
aceite fue purificado mediante cromatografia en columna de silica gel 60 (42 veces en peso)
utilizando diclorometano como solvente de elusién. Se colectan 86 fracciones de 1-3 mL las
cuales fueron controladas mediante CCD. Posteriormente se aumenta la polaridad con mezcla
de solventes diclorometano/metanol hasta llegar a una relacién 40:1. Se juntan 80 fracciones
mas de 2-3 mL cada una y se retnen las fracciones 125-160 las cuales se filtraron a través de

placa de vidrio fritada, y se obtienen 555mg (55,5 %) de un aceite amarillo.
Rf producto: 0,55 (CH2Cl/MeOH 40:1)

1H NMR (500 MHz, CDCl3)$ 7,35-7,20 (m, 5H, Ar-H), 4,93(s ancho, 1H, NH-fenil-Ala), 4,26 (s
ancho, 1H, NH-isobutil), 3,77 (s, 3H, 0-CH3,), 3,16-2,99 (dd, ] =45,5, 45,5Hz, 2H, CH;-bencil),
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2,89-2,88 (d, 1H, CH-valina), 2,68-2,53 (m, 2H, CH;-isobutil), 1,68-1,61 (m, 1H, CH-isobutil),
0,87-0,85 (m, 6H, CH3).

13C NMR (126 MHz, CDCl3)6 172,13 (C=0 ester), 135,77, 129,61, 128,44, 127,44 (CL234 Ar),
57,05 (CH-fenilalanina), 52,41 (0-CH3), 50,18 (CHz-isobutil), 38,69 (CHz-bencil), 28,40 (CH-
isobutil), 20,13 (CH3), 50,78 (N-C-isobutil), 38,91 (N-C-B-Ala), 34,12 (C-CO).

IR(KBr): 3363-3284 (N-H), 2956-2877 (CH, OCH3), 1743 (C=0), 1334 (SOsasim), 1101 (SO

sim)

EM (ES)*Calculado para C14H22N204S m/z 314.13 (100%).Experimental[M+H]* m/z 315,10
(100%)

Sintesis de N-fenetil-O-(2-hidroxifenil) Sulfamato (17)

o NH, 0.0
S ” X
+
OH OH

En un tubo de reacciéon de microondas, bajo atmosfera de Nitrégeno seco, se coloca 12 mmol

o MW

(2,09g) de catecol sulfato (1) al que se adiciona por goteo, 12 mmol (1,39 mL) de fenetilamina
(Peb: 67°C, 1,1 mmHg) y 12 mmol (1,61 mL) de trietilamina (Peb: 89,5 °C, 6: 0,726 g/mL). Se
irradia en reactor de microondas, durante 3 minutos con agitacién magnética a una
temperatura de 51°C, observandose una solucién color café y un solido blanco, se separa
previa centrifugacion, la fase so6lida de la liquida. El sélido blanco se disuelve en 20 mL de
diclorometano y se lava con solucién de HCI 5% (2x 10 mL), luego con solucién saturada de
CINa (1 x 10 mL) y finalmente H20 destilada (1 x 5 mL). La fase organica se seca con Na;SO4
anhidro, se filtra el desecante y elimina el solvente en rotavapor. Se seca en tambor de secado
a peso constante y a temperatura ambiente, obteniendo 4,28 g de un aceite de tonalidad
rojiza. El aceite se aisla mediante cromatografia en columna de silica gel (34 veces en peso)
utilizando una mezcla de diclorometano/metanol en proporciéon 40:1 como solvente de
elusion. Se colectaron 229 fracciones de 1-3mlL, las cuales se controlaron mediante CCD. Se

reunieron las fracciones 154-229, se evapora el solvente obteniéndose 1,76 g de un sélido
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pastoso rosaceo. Este se purifica mediante cristalizaciéon desde diclorometano cristalizando

un sélido blanco de masa 1,76 g (rendimiento. 51%).
Punto de fusionf: 112-113 °C
Rf producto: 0,49 (CH,Cl,/ MeOH 80:1)

1H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,38-6,90 (m, 9H-arématicos), 6,15 (s, 1H, OH), 4,79 (s, 1H, NH),
3,58-3,54 (q,] =6,7 Hz, 2H, CH2), 2,94-2,92 (t,] = 6,9 Hz, 2H, CHz-bencil).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6§ 148,35 (C-OH), 137,60 (C-0), 137,04, 129,02, 128,82, 128,49
(C1234 Ar-fenetil), 127,19, 123,03, 121,20, 118,56 (C3456Ar), 45,67 (CHz-bencil), 35,67 (C-CO).

IR (KBr)cm :3336(0-H) ,3292 ( N-H), 2972-2873 (C-H,0CH3), 1323 (SOzasim), 1157 (SO

sim).

Obtenido este sulfamato se procedid a la sintesis de las sulfamidas derivadas de L-fenilalanina
y L-valina, de manera analoga a la preparacién de 16s compuestos 12, 13, 15 y 16. Sin embargo

en este caso la via sintética no resulto exitosa.

[1]Perrin, D.D.;Armarego,W.L.F.;Perrin, D.R .Purification of Laboratory Chemicals,2da edicidn.
Pergamon Press. (1980)

[2]Dubois ,G.E.The JournalofOrganicChemistry45 (26), 5373-5375. (1980)

[3]Kaiser,E. T.; Katz, I. R;; Wulfers, T. F. Journal of the American Chemical Society 20, 3781-
3782.(1965)

[4]Gavernet,L.;Elvira,].; Samaja,G.; Pastore,V.; SellaCravero, M.; Enrique,A.; Estiu,G.; Bruno
Blanch,L.Journal of Medicinal Chemistry,52,1592-1601.(2009)
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EVALUACIONES BIOLOGICAS

Consideraciones generales

En este trabajo se realizaron ensayos a nivel preclinico para evaluar la accién anticonvulsiva
de los compuestos sintetizados. Para ello se siguieron los lineamientos propuestos por el
programa del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos, [1] internacionalmente aceptado.
Estos estudios implicaron el manejo de animales de laboratorio y estuvieron a cargo de otros

miembros del LIDeB especialistas en el tema.

Como se ha detallado en el capitulo II, el descubrimiento y desarrollo de nuevos compuestos
con actividad biolégica depende marcadamente de la eleccién de modelos biologicos

apropiados, definidos en la etapa inicial de disefio de acuerdo al tipo de accion buscada.

En este trabajo de tesis ademdas de cumplir el protocolo antes mencionado, los compuestos
fueron evaluados en ensayos in vitro para analizar la capacidad inhibitoria frente a blancos
moleculares especificos: diferentes isoformas de anhidrasa carbénica y un receptor inotrépico

de 4cido gamma-aminobutirico (GABA-,). tarea realizada por otros grupos de investigadores.
Estudios in vivo en modelos de epilepsia

Como se ha detallado en el capitulo 2, los estudios preclinicos en animales han jugado un rol
fundamental en el desarrollo de los fArmacos anticonvulsivos presentes en el mercado. 2]

Estos pueden clasificarse de acuerdo a dos grandes categorias. 3]

1-Modelos de ataques agudos. En estos casos se provoca la convulsién en animales no
epilépticos mediante un estimulo fisico o quimico, y se observa la capacidad del nuevo
compuesto (previamente administrado) de evitar dichas convulsiones. Los modelos mas
usados son la induccién eléctrica (Maximal Electroshock Seizure test o ensayo MES) y la

induccién quimica por administracidn de pentilentetrazol (ensayo PTZ o Met, Figura 6.1).[4]

En el ensayo MES se induce el episodio convulsivo mediante la aplicaciéon de una descarga
eléctrica controlada. Este es empleado como modelo de convulsiones tdnico-clonicas, en
donde las convulsiones tonicas se caracterizan por la rigidez e hipertonia en los miembros y
las convulsiones clénicas por movimientos rapidos en forma de sacudidas. Al generar una

crisis convulsiva por induccidén eléctrica a un ratén, se puede presentar un cuadro que consta
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de 3 fases que comprenden un periodo corto de flexién tonica, seguido de un periodo mas
largo de extension ténica de los miembros posteriores y, finalmente, se observa un episodio
clénico. Puede que en la evaluaciéon, se cumplan las 3 fases, o s6lo algunas de ellas. Se
considera que un compuesto es efectivo en este modelo cuando es capaz de suprimir la
extension tonica de los miembros posteriores del animal. Es decir que dicha extensién no
supera los 90 grados de inclinaciéon con respecto al eje del cuerpo del animal durante la
convulsién. [

Si bien el modelo MES es uno de los mas usados, debe mencionarse un modelo derivado de
este test que ha sido empleado para evaluar la efectividad de compuestos contra crisis
parciales. [25-6] Se conoce como modelo de la convulsién psicomotora o de baja frecuencia (6
Hz) y se distingue de su predecesor (ademas del espectro de efectividad que evalua crisis
parciales) en que emplea una frecuencia del estimulo de 6Hz, una intensidad de 32 mA y una
duracion de 3 seg (MES emplea 60 Hz, 50 mA y 0,2 seg, respectivamente). Este ensayo ha
servido para identificar anticonvulsivos inactivos frente a otros modelos agudos como MES y
PTZ test. [2]

En modelo de induccién con PTZ se induce la crisis convulsiva por la administracion al animal
de experimentacion del agente convulsivante pentilentetrazol (Figura 6.1), generalmente en
forma subcutanea. Este test ha sido sugerido como modelo de crisis de ausencia, evaluando la
aparicion y severidad de las convulsiones clénicas. [78] Se considera que un compuesto
administrado previamente protege frente a la convulsion por PTZ si este suprime la aparicién

de episodios clénicos con mas de 5 segundos de duracion. [19]

Figura 6.1-Estructura quimica del pentilentetrazol.
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2- Modelos de epilepsia créonica. En estos test se busca que los animales manifiesten los
ataques epilépticos en forma espontanea. Aqui se incluyen por ejemplo los modelos genéticos,
donde los animales poseen epilepsia congénita, capaz de corresponderse con la epilepsia

idiopatica en humanos mejor que cualquier otro modelo experimental. [810]

Por razones practicas, los ensayos mas usados son los modelos de epilepsia aguda. Los
ensayos MES y PTZ se realizan facilmente, requieren animales no epilépticos y un bajo costo
en equipamiento. Ademas, estos test proveen informacién valiosa respecto a la potencial
actividad anticonvulsiva de un compuesto: pueden dar una idea inicial acerca de su
biodisponibilidad en el sistema nervioso central y no son selectivos respecto de un Unico
mecanismo de accidn. Por el contrario, los modelos de epilepsia cronica son extremadamente
laboriosos como para un testeo inicial, requieren mayor cantidad de recursos y demandan
mucho mayor tiempo.

A diferencia del gran nimero de modelos aceptados para determinar la potencia y eficacia
antiepiléptica de nuevos compuestos en las primeras etapas de investigacion preclinica, existe
un tipo de ensayo que se utiliza habitualmente en esta instancia para evaluar efectos adversos
en ratones. Este es el test de Rotorod, el cual mide la posible capacidad neurotodxica de la
nueva droga, evaluando sedacioén o ataxia. [11 Si bien este estudio nos brinda una informacién
importante respecto de la toxicidad de los compuestos, hay un estudio mas detallado
utilizando animales epilépticos, [19] el cual resulta muy util cuando se evaltian los efectos
adversos de compuestos con mecanismos de acciéon nuevos (o al momento desconocidos). [10]
Los modelos de epilepsia agudos y el test de Rotorod se encuentran incluidos en un protocolo
de testeo de anticonvulsivos propuesto por el sector dedicado a la epilepsia del Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos (NINCDS-NIH) previamente mencionado, denominado
Anticonvulsant Screening Program (ASP). [1l Actualmente, tanto en la industria como en el
ambito académico se siguen los lineamientos propuestos por el ASP, el cual consta de 7 fases
(Tabla 6.1) tendientes a detectar caracteristicas y magnitud de la accién anticonvulsiva, de la
neurotoxicidad y de la tolerancia luego de la administracidn repetida del compuesto a evaluar.
En este trabajo se realizaron las fases 1 y 2 del protocolo, las cuales se detallaran a

continuacién.
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Descripcion Especie Via de

animal admin.a

Identificacidn del nivel de actividad anticonvulsiva y neurotéxica.

Fase 1 Ensayo MES y PTZ. Ensayo Rotorod ratén ip.

Cuantificacidn de la actividad anticonvulsiva y neurotéxica como

EDso, TDso y PI.
Fase 2 ratén ip.

Ensayo MES y PTZ-Ensayo Rotorod

Perfil de toxicidad.

Fase 3 LDso. HDsg raton i p.

Cuantificacion de la actividad anticonvulsiva por via oral para

determinar las caracteristicas de absorcién y metabolismo.
Fase 4 raton p.o.

Diferenciaciéon y comparacion con drogas antiepilépticas conocidas
para la determinacion del mecanismo de accion.

Ensayo de umbral convulsivo por PTZ
Fase 5 raton ip.

Ensayo de umbral convulsivo por picrotoxina, bicuculinay por
estricnina.

Estudios in vitro de unidn a receptores

Fase 6 Cuantificacién de la actividad anticonvulsiva y neurotéxica como rata p.o.
EDso, TDso y PI de otras especies.

Estimacién de la dosis letal minima (LD3) y de los efectos de
administracién prolongada.

LD3 luego de administracion diaria durante 3 dias.
Fase 7 rata p.o.
Administracién durante 5 dias

Ensayo de duracion de suefio por hexobarbital

Estudios in vitro de enzima microsomal (mutagenicidad)

Tabla 6.1. Descripcion de las fases del programa ASP. avia de administracion: intraperitoneal (i.p.)
u oral (p.o.). EDs: dosis efectiva media, TDso: dosis toxica media, PI: indice terapéutico, LDso: dosis
letal media, HDsy: dosis hipnética media, LD3: dosis letal minima.
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dosis y tiempo. De acuerdo a los resultados encontrados en esta fase los compuestos
ensayados pueden clasificarse en cuatro categorias, [11l que permiten decidir cuales resultan

promisorios para continuar con el protocolo y cudles se descartan.

Las categorias son las siguientes: [11]

e C(ategoria 1: Compuestos que presentan actividad anticonvulsivante a dosis de
hasta 100 mg/kg o menos. Estos compuestos pasan a la fase 2.

e C(ategoria 2: Compuestos que presentan actividad anticonvulsivante a dosis
mayores a 100mg/kg. Puede o no seguir con futuras evaluaciones de acuerdo a lo
novedoso de su estructura

e C(Categoria 3: Compuestos inactivos a dosis inferiores a 300 mg/Kg. Son excluidos en las
futuras consideraciones.

e (Categoria 4: Compuestos activos y téxicos a dosis de 30 mg/Kg o menos, los cuales son
reensayadas a una dosis menor a 30mg/Kg.

Con esta clasificacion aquellos compuestos que no manifiesten actividad apreciable o alta
neurotoxicidad pueden descartarse rapidamente (categorias 3 y 4), mientras que las mas
activas (categoria 1) pasan a la siguiente fase del programa. Las drogas con actividad
intermedia (categoria 2), pueden considerarse o no de acuerdo a lo novedoso de su estructura

quimica.

La Fase 2 del programa permite cuantificar la actividad anticonvulsiva y neurotdxica de un
farmaco en ratones inyectados por via intraperitoneal. Los valores de la dosis efectiva media
(o dosis efectiva 50: EDso) frente a los ensayos MES y PTZ son los parametros mas
ampliamente usados para describir la potencia de los nuevos compuestos con accién
anticonvulsiva. De manera similar se utiliza la dosis toxica media en Rotorod (TDsg), para
medir la toxicidad. Estos valores constituyen la primera cuantificacién preclinica de la
potencial capacidad antiepiléptica de un compuesto para un determinado tipo de convulsion
en humanos. Ademas, al ser cuantitativo, permite una comparaciéon valida de potencias
anticonvulsivas e indices terapéuticos entre compuestos nuevos y/o con distintas drogas

antiepilépticas ya establecidas.
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Para los calculos de EDso (0 TDso) previamente debe determinarse el tiempo de efecto maximo
(TEM) para cada test. Se evalia la droga a una concentracion fija a distintos tiempos,
usualmente 30, 60, 120 y 240 minutos. Se emplean 3-6 animales por tiempo. Los porcentajes
de proteccidn (o neurotoxicidad) se grafican en funcién del tiempo y se determina el TEM por

inspeccion visual de la curva obtenida (Figura 6.2).

/
/

0.5 1 2 4 Tiempo(hs)

% de proteccién

Figura 6.2.Determinacion del tiempo de efecto mdximo, a concentracion fija

Posteriormente, se procede a calcular las EDs (en el caso del ensayo MES o el ensayo PTZ) y la
TDso (empleando el ensayo RotoRod). Para esto se realiza el andlisis de los resultados de la
evaluacion del compuesto a 4 dosis distintas, al TEM determinado previamente. Se utilizan
grupos de 4 ratones por dosis y no se deben incluir aquellas concentraciones de compuesto
que no generan proteccion ante las crisis (0 %) ni las que provocan proteccién total (100 %).
Los porcentajes de proteccion a cada dosis, convertidos a probits. [12] se grafican en funcion del
logaritmo de la dosis (Figura 6.3). Mediante un método estadistico se elige la recta mas
adecuada, para luego interpolar a probit 5, el valor de la EDso. El peso estadistico de la funcién
propuesta se evaliia en base a los valores esperados y observados, obteniendo un valor de
(Chi)2 para la recta. Se considera que los datos no son significativamente heterogéneos si la
suma de los valores de (Chi)2 para cada dosis no sobrepasa un limite que depende de los

grados de libertad del sistema. [12]
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Figura 6.3.Determinacion de la EDsy

A continuaciéon se describen las condiciones experimentales y los resultados obtenidos

respecto a la clasificacion de los compuestos de acuerdo a la fase 1 del ASP y del calculo de las

dosis indicadas en la fase 2 de los compuestos mas promisorios.

Procedimiento experimental de evaluacion biolégica

Para la evaluacion de las drogas frente a los ensayos descriptos
se utilizaron ratones albinos Swiss adultos de 18-23 g de peso
(Figura 6.4). Se eligieron animales machos de la misma edad y
similar peso en cada ensayo, para minimizar la variabilidad
biolégica. Estos fueron adquiridos en el bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata y
mantenidos en el bioterio de experimentacion del area disefio de
Farmacos de la Facultad de Ciencias Exactas de la misma

universidad en una habitacién exclusiva para el

Figura 6.4- Ratones
Swiss machos utilizados
en los ensayos

acondicionamiento de ratones (Figura 6.5), distinta a la sala de Ensayos Bioldgicos.

Se mantuvieron en jaulas colectivas de hasta 12 animales, con alimento balanceado y agua ad

libitum, bajo un régimen de ciclos dia-noche de 12 horas (7am-7pm: dia, 7pm-7am: noche). A

los animales recién recibidos en el bioterio se les permiti6 estabilizarse durante por lo menos

72 horas antes de destinarlos a algiin ensayo, para compensar las restricciones de agua y

alimento y el estrés que pudieran sufrir durante su traslado. Este accionar es fundamental ya
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que la inanicién incrementa la severidad de las convulsiones provocadas por el Electroshock.
En el momento de someterlos a los ensayos, los ratones se colocaron en compartimientos
individuales hasta finalizadas las evaluaciones, las cuales se realizaron en la sala de Ensayos
Biolégicos (Figura 6.5). Luego los animales retornaron a las jaulas colectivas y cada lote de
ratones correspondiente a cada ensayo se mantuvo en observaciéon por separado durante 72
horas, para detectar posibles efectos toxicos a largo plazo que pudieran llevar a la muerte de

los animales. Los ensayos se iniciaron siempre a la misma hora del dia.

Figura 6.5-Sala de acondicionamiento: a la izquierda jaula colectiva y a la derecha compartimientos

individuales para ensayos

Para una correcta evaluacion de los compuestos, estos deben administrarse a los animales en
una solucién, suspension o emulsion homogénea. Para ello en el programa ASP admite la
disolucion de las drogas en soluciéon fisiolégica, metilcelulosa, ciclodextrina y/o

polietilenglicol 400 (PEG 400), de acuerdo a su solubilidad. [1.13]

Los compuestos ensayados en este trabajo se solubilizaron utilizando mezclas de PEG 400 y
agua. Se considera que este agente no interfiere en los resultados biol6gicos.[11.13] El programa
recomienda que los solventes utilizados en investigaciones farmacoldgicas y toxicoldgicas no
superen en concentracion a un cuarto del valor de su dosis letal media (LDso)
correspondiente.[10l La LDso del PEG 400 en ratones inyectados por via intraperitoneal es 12.9
mL/kg, por lo que se permite una concentracién no mayor a 3 mL/kg cuando se utiliza sélo, o
en proporciones que llegan a 30 % PEG 400 y 70 % agua para mezclas. En este tltimo caso, el
volumen total a administrar se eleva a 10 mL/kg. Es por eso que los volimenes de solucion
administrada variaron entre 3 mL/Kgy 10 mL/Kg, de acuerdo a la relaciéon de PEG 400/agua

utilizada (dependiendo de la solubilidad de la sustancia ensayada).
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Para la preparacion de las soluciones de compuestos sélidos, se morterearon previamente, se
tomo una porcion, se peso y se solubilizaron en la cantidad admitida de PEG 400. Se sometid
la mezcla a ultrasonido para favorecer la disolucién, y cuando no se logré una solucion
limpida, se calent6 a 37 °C. Luego se adicion6 agua, se repitio el sonicado y calentamiento
cuando fue necesario. En el caso de compuestos liquidos (aceites), se solubilizaron con PEG

400 y luego se incorporo agua.

Para el calculo de los volumenes de inyeccién para cada ratén se tuvieron en cuenta tanto el
peso de cada animal, como las proporciones de PEG 400 y agua utilizadas. Los volimenes de
administracién oscilaron entre 0,08 y 0,31 mL de solucién, y se aplicaron por medio de

jeringas graduadas al 0,01 de mL.

Respecto de las vias de administracion, en esta etapa se utilizan las vias intraperitoneal (i.p) y
subcutanea (s.c) (Figura 6.6 b) y 6.6 c). La primera via se emplea en general tanto para la
administracién de agentes anticonvulsivos como convulsivos; mientras que la segunda se usa
s6lo para compuestos convulsivos. Particularmente en este trabajo los compuestos a ensayar

se administraron por via i. p y los agentes convulsivos mediante inyeccidn s.c.

e Viaintraperitoneal (i.p): la inyeccion se realizé en el abdomen del animal, formando
un dngulo de 302 con el plano del cuerpo, utilizando agujas 27G %2 cuando se inyectd

soluciones (Figura 6.6b).

e Viasubcutanea (s. c): la inyeccion se efectiio en un pliegue suelto de la piel de la linea
media de la nuca del raton. Se utilizé aguja 27G %2 y se controlé que no haya pérdida

de la solucién de la droga (Figura 6.6c).

Figura 6.6 a) Manipulacién manual para la aplicacién de la inyeccién b) Inyeccion
intraperitoneal. ¢ ) Inyeccion subcutdnea . Fuente de la imagen: www.procedureswithcare.org.uk
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Ensayo MES

Como se detallé anteriormente, en el ensayo MES debe inducirse la convulsién mediante una
descarga eléctrica controlada. Es por eso que inicialmente se administré el compuesto a
ensayar al raton y, al tiempo estipulado en el ensayo, se produjo el estimulo eléctrico. Se midié
entonces la capacidad de la droga de prevenir la descarga convulsiva. Para realizar el MES test
nuestro laboratorio cuenta con un equipo Ugo Basile (Biological Research Apparatus, Varese,
[talia), uno de los modelos de aparatos de electroshock internacionalmente usados en las
pruebas de convulsidn. [1l La descarga eléctrica llega al animal a través de electrodos. En este
trabajo se emplearon electrodos de oreja que, junto con los electrodos corneales, son los mas
usados para este tipo de ensayos. [14] Para favorecer la conduccién eléctrica, los electrodos se

humedecieron con solucion fisiolégica en la zona de contacto con la oreja del ratén.

Los parametros a fijar en el equipo son: la corriente a aplicar, la frecuencia del estimulo, la
duracion total de la descarga y el ancho de pulso de corriente. Estos valores se eligieron de
acuerdo a lo que establece la literatura como parametros tipicos a utilizar con ratones para
provocar una convulsién maxima. [9 Esto significa: una corriente de 50 mA, con una frecuencia
de 60 Hz, durante 0,2 segundos y con un ancho de pulso de 28 milisegundos. Con estas
magnitudes se obtiene un tren de ondas rectangulares correspondientes a un estimulo
aplicado 4-5 veces mayor que el necesario para llegar al umbral de convulsién. Hay que
destacar en este punto la diferencia entre convulsién minima y convulsién mdxima. Una
convulsién minima se caracteriza por una reacciéon de aturdimiento y movimientos clénicos
de la cara y miembros anteriores. En cambio, las convulsiones maximas son las fases ya
descriptas en el modelo agudo (flexion tdnica, extension tonica y un episodio clénico). Por lo
tanto, se consider6 que la droga protegi6 frente a MES cuando en el ensayo no se observo

convulsién maxima luego del estimulo eléctrico.

Finalmente, se calculé para cada ensayo MES el porcentaje de proteccion de la droga:

% de Proteccion = niumero de animales protegidos x 100 / numero total de animales
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Ensayo PTZ

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

administrado previamente, de prevenir la convulsién.

La solucion de PTZ a utilizar (1,7 % en 0,9 % de solucién salina) se prepar6 momentos antes
de la inyeccién en frasco opaco para evitar la fotodegradacion. [15] Luego se administra via
subcutdnea a razén de 5 mL/kg, ya que se observo que utilizando volimenes de inyeccion
mayores se aumentan las probabilidades de derramamiento por el punto de inyeccion al

retirar la aguja.

La cantidad de PTZ administrada por via s. c. (85 mg/kg) correspondié a la dosis convulsiva
CD97 en ratones, es decir aquélla que es capaz de inducir convulsiones en el 97 por ciento de
los animales. (191 Una vez inyectados con PTZ, los animales se observaron durante 30 minutos
para determinar si se produjo alguna convulsion. El PTZ provoca inicialmente sacudidas
clonicas, que luego se hacen mas sostenidas, y pueden conducir a un episodio tédnico-clonico.
Como criterio para decidir proteccidon o no frente a la convulsion, se tomo la aparicion de al
menos un episodio clénico continuo de mas de 5 segundos de duracion. [19] Finalmente, y en
forma analoga al test MES, se obtuvo el porcentaje de proteccion del compuesto para cada

ensayo frente a PTZ:

% de Proteccion = niimero de animales protegidos x 100 / niimero total de animales

Ensayo RotoRod

La toxicidad inducida por los compuestos a ensayar se midi6 mediante el uso del test de
Rotorod. Con este modelo se buscé detectar efectos neurotéxicos que se manifiestan como

sedacién o ataxia.

En el test se utilizo un aparato construido especialmente en la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Nacional de La Plata (Figura 6.7), en analogia con el disefiado por Dunham y

Miya.[1él El equipo consiste en un cilindro estriado de 3 cm de didmetro capaz de girar a una
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determinada velocidad, que puede graduarse en forma continua. Los ratones se ubican en el
cilindro en movimiento, separados por paneles circulares.

Un ratén normal situado en un cilindro que gira a 6 r.p.m. puede mantener el equilibrio
durante un periodo prolongado de tiempo. Teniendo en cuenta esto, el ensayo de Rotorod
mide la capacidad del animal de mantener una caminata en el cilindro giratorio durante 1

minuto durante 3 instancias sucesivas.

Figura 6.7- Aparato de Rotorod disponible en nuestro laboratorio

La evaluacién se realizé previa a la administraciéon de las estructuras a ensayar, a fin de
verificar el buen estado inicial de los animales. Luego se repitio el test en forma posterior a la
administracion del compuesto a evaluar (y previo a la induccién convulsiva), con el objeto de
verificar si se ha producido una depresion del sistema nervioso central por efectos de dicha
estructura.

Como resultado de este ultimo ensayo RotoRod se calcula el porcentaje de toxicidad de la

droga:

% de toxicidad = niumero de animales que caen x 100/ niimero total de animales
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Resultados de la evaluacion bioldgica

Fase 1. Identificacion de la accién anticonvulsiva de sulfamidas

Se presentan en la Tabla 6.2 los resultados obtenidos mediante la evaluacion bioldgica frente
a los ensayos MES, PTZ y Rotorod de las sulfamidas sintetizadas en esta tesis, y de aquellos
sulfamatos cuya masa disponible fue suficiente para dichas evaluaciones. [l Se expresan los
datos obtenidos en Fase 1, incluyéndose la clasificacion de los compuestos de acuerdo a la
actividad observada. No fue ensayado el Sulfamato de 2-hidroxifenil-N-$-alaninato de metilo
(2), ya que este compuesto fue testeado con anterioridad por nuestro grupo de trabajo. A su
vez se reportan los resultados obtenidos previamente para las sulfamidas N™-butil-sulfamoil-
N-B-alaninato de metilo (1a) y N’-bencil-sulfamoil-N-f-alaninato de metilo (1b) preparadas

previamente por nuestro grupo de trabajo. [17]

Siguiendo los lineamientos del ASP se midi6 la respuesta luego de 0,5 y 4 h de administrado el
compuesto; a concentraciones de 30, 100 mg/kg para cada tiempo. Debe aclararse que, como
se detallé previamente, el protocolo contempla también el testeo de los compuestos a
concentraciones mayores a 100 mg/Kg en Fase 1. El criterio utilizado para evaluar solo las
dosis mas bajas que propone el programa fue la identificacién de compuestos muy activos: se
buscan nuevas estructuras capaces de superar la potencia de anticonvulsivos conocidos, por
lo que encontrar compuestos activos a concentraciones mayores a los limites de clase 1
implicaria, en este planeo, descartar el compuesto. Por lo tanto, con el objetivo de esta tesis en
mente, se considero que evaluar mayores concentraciones implicaria sacrificar animales y un

mayor tiempo en resultados que no se utilizaran.
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Compuesto Clase en Dosis Actividad MES Actividad PTZ TOX
MES (ms/Ke) tiempo (h) tiempo (h) tiempo (h)
0.5 4 0.5 4 0.5 4
30018] 1/3 1/3 0/3 0/3 0/6 0/6
la 1 10008 1/3 1/3 0/3 0/3 0/6 0/6
3ol 0/3 0/3 0/3 0/3 0/6 0/6
1b 1 100018l 1/3 0/3 0/3 0/3 0/6 0/6
3ol 0/3 3/3 1/3 0/3 0/6 0/6
2 1 100018 1/3 1/3 0/3 0/3 0/6 0/6
30 0/3 3/3 0/2 0/2 0/5 0/5
3 1 100 2/3 2/3 0/2 0/2 0/5 0/5
30 0/3 1/3 0/2 0/2 0/5 0/5
4 1 100 2/3 2/3 0/2 0/2 0/5 0/5
30 2/3 1/3 0/2 0/2 0/5 0/5
5 1 100 3/3 1/3 0/2 1/2 0/5 0/5
30 1/3 1/3 0/2 0/2 0/5 0/5
6 1 100 1/3 1/3 0/2 0/2 0/5 0/5
30 1/3 2/3 0/2 0/2 1/5 0/5
7 4 100 0/3 0/3 0/2 0/2 0/5 0/5
30 0/3 3/3 0/2 0/2 0/5 0/5
8 1 100 1/3 3/3 0/2 0/2 0/5 0/5
30 1/4 0/4 0/2 0/2 0/6 0/6
9 1 100 1/4 2/4 0/2 0/2 0/6 0/6
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Compuesto Clase en Dosis Actividad MES Actividad PTZ TOX

MES (ms/Ke) tiempo (h) tiempo (h) tiempo (h)
0.5 4 0.5 4 0.5 4
30 1/2 0/2 0/2 0/2 0/4 0/4
11 1 100 2/4 3/4 0/2 0/2 2/4 1/4
30 1/3 3/3 0/2 0/2 0/5 0/5
12 1 100 3/3 1/3 Nt Nt 0/3 0/3
30 1/2 2/4 0/2 0/2 0/4 0/4
13 1 100 0/2 3/4 0/2 .0/2 1/4 2/6
30 1/4 0/2 Nt Nt 0/4 0/2
15 1 100 3/4 0/2 0/2 0/2 0/6 0/4
30 1/3 2/3 Nt Nt 1/3 0/3
16 4 100 0/3 0/3 1/2 0/2 0/5 0/5
30 1/2 2/2 Nt Nt 0/2 0/2
17 1 100 2/2 2/2 1/2 0/2 0/4 1/4

Tabla6.2- Evaluacién farmacoldgica de los compuestos sintetizados, segiin lo determinado para
la fase 1 del programa ADD. NR: ensayo no realizado. Los compuestos 1a-corresponde al
compuesto N’-butil-sulfamoil-N-f-alaninato de metilo y el 1b-N"-bencil-sulfamoil-N-{-alaninato
de metilo, ambos compuestos sintetizados y evaluados por el grupo de trabajo.[17] Nt:no testeado
Otra modificacion empleada en esta tesis fue la disminucién del nimero de ratones
empleados en el ensayo PTZ. A diferencia de los ensayos MES, donde se utilizaron
generalmente 3 ratones por dosis, en este test se utilizaron alrededor de 2 o 3 ratones por
dosis (o, en algunos casos, se evaluaron a una Unica concentracion). Esto se fundamenta en la
experiencia recabada en nuestro laboratorio, que muestra que este test es muy concluyente y

a la vez muy cruento. Una vez administrado el PTZ, si la droga testeada no es efectiva, el
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animal comienza a sufrir episodios convulsivos rapidamente y estos duran mucho tiempo

(generalmente mas de media hora).

Los ratones usados en MES y PTZ fueron previamente sometidos al test de Rotorod para cada

tiempo y dosis de manera de evaluar la neurotoxicidad,

Fase 2.Cuantificacioén de la actividad anticonvulsiva y neurotéxica.

Para la determinaciéon cuantitativa de la actividad anticonvulsiva y neurotéxica, se
seleccionaron los derivados de B-alanina, 4, 5 y 8. Se calcularon inicialmente los tiempos de
efecto maximo de las drogas (TPE). De acuerdo a las etapas del programa ASP, cada
compuesto debe ensayarse a distintos tiempos frente a los test de MES, PTZ y Rotorod para
construir las respectivas graficas de respuesta bioldgica en funcién del tiempo. Con esto se
determiné el momento de mayor actividad o neurotoxicidad. Generalmente los TPE son
coincidentes, es decir que los picos de maxima accidn anticonvulsiva y neurotdxica se
alcanzan simultaneamente. Debido a la actividad encontrada en MES test, se calculo el TPE
frente a este ensayo. Se emplearon al menos 4 animales por tiempo. Una vez graficado, se
determino el TPE por inspeccién visual. Definido este, se procedié a la determinacién de la

EDso.

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 proteccién y protecciéon
total. Los resultados se analizaron mediante el método estadistico de Litchfield y Wilcoxon. [12]
Este procedimiento es el mas usado debido a su alta capacidad de respuesta en experimentos

biolégicos de tipo dosis-efecto.

A continuacioén se detallan los calculos realizados para cada compuesto. Para ello se muestran
las curvas que determinaron los TPE y los porcentajes de proteccion. Los valores de EDs se

expresan en micromoles por kilo de raton (umol/kg), a fin de facilitar las comparaciones.

144



N’-(p-fluorobencil)-sulfamoil-N-f$-alaninato de metilo (4)

Se realiz6 la curva para la determinacién del tiempo de efecto maximo (Figura 6.8) utilizando
una dosis de 100 mg/Kg para la evaluacioén, con 4 a 6 ratones para cada tiempo. TPE

encontrado: 4 h

80

70 f—-"".
o 60
O 5
S 40 ‘ //
Q
E »—\ /
a3
L 1 \ /

0 05 1 15 2 25 3 35 4 15

Tiempo (Hs)

Figura 6.8. Estimacién del tiempo de efecto mdaximo para la N-(p-fluorbencil)-sulfamoil-N--
alaninato de metilo

La potencia anticonvulsiva se cuantifico entonces a 4 h frente al ensayo MES, midiendo el

porcentaje de proteccion a 6 dosis distintas (tabla 6.3).

Tiempo Animales
Dosis (h) protegidos/totales % Proteccion
15 mg/kg 4h 2/6 33%
30 mg/kg 4h 2/4 50%
45 mg/kg 4h 3/6 50%
60 mg/kg 4h 3/4 75%
90 mg/kg 4h 3/4 75%
120 mg/kg 4h 0/4 0%

Tabla 6. 3-Resultado de la actividad anticonvulsiva de N-(p-fluorbencil)-sulfamoil-N-f-
alaninato de metilo

Con estos valores se realiz6 el andlisis estadistico correspondiente, obteniéndose una EDso=

152,29 pmol/Kkg. Esta dosis efectiva media es equivalente a 44,17mg/Kg.
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(N’-fenetil)-sulfamoil-N-B-alaninato de metilo (5)

Se realiz6 la curva para la determinacion del tiempo de efecto maximo en MES test (Figura
6.9) utilizando una dosis de 30 mg/Kg para la evaluacion y utilizando como vehiculo PEG al

30%, con 6 ratones para cada tiempo. TPE encontrado: 4 h
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Figura 6.9. Estimacién del tiempo de efecto mdximo para la N-(N'-fenetil) sulfamoil-3-
alaninato de metilo

Tiempo Animales
protegidos/totales
Dosis (h) % Proteccion
5 mg/kg 4h 3/6 50%
10 mg/kg 4h 3/6 50%
15 mg/kg 4h 2/6 33.3%
25 mg/kg 4h 3/6 50%
40 mg/kg 4 h 1/6 16.7%

Tabla 6. 4-Resultado de la actividad anticonvulsiva de N-(fenetil)-sulfamoil-N-{-alaninato de
metilo

En base a los resultados obtenidos, se advierte que en el intervalo de dosis examinado no

existe una respuesta lineal a distintas dosis, con lo cual no es posible en este intervalo hallar la

DEso.
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N’-isobutil-sulfamoil-N-B-alaninato de metilo (8)

Se realiz6 la curva para la determinacion del tiempo de efecto maximo en MES test (Figura
6.10) utilizando una dosis de 20 mg/Kg para la evaluacién y solucién fisioldgica como

vehiculo; con 4 ratones para cada tiempo. TPE encontrado: 1 h.
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Figura 6.10- Estimacion del tiempo de efecto mdximo para la N-(N-isobutil) sulfamoil-£-
alaninato de metilo
Se procedi6 a realizar los ensayos para cuantificar la potencia anticonvulsiva pero debido a la
cantidad limitada de compuesto se calcul6 la EDso de forma provisoria con los datos que se

muestran en la tabla 6.5.

Tiempo Animales
Dosis (h) protegidos/totales % Proteccion
3 mg/kg 1h 1/5 20%
4,5 mg/kg 1h 1/4 25%
5,5 mg/kg 1h 1/4 25%
10 mg/kg 1h 2/4 50%
20 mg/kg 1h 3/4 25%

Tabla 6.5-Resultado de la actividad anticonvulsiva de N'-isobutil sulfamoil-N-f-alaninato de
metilo

Con los datos obtenidos se realiz6 el analisis estadistico, obteniendo una DE 5o provisoria de

41.87 pmol/Kkg la cual es equivalente a 9.97mg/Kg.

Estudios in vitro
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A) Interaccion de las sulfamidas con el receptor GABA,

Se realiz6 un ensayo de afinidad de las sulfamidas al receptor GABA,, particularmente al sitio
de unién de las benzodiacepinas. Este receptor se encuentra involucrado tanto en epilepsia
como en desordenes de ansiedad, conmorbilidad frecuente e importante en pacientes con
crisis convulsivas. [18] Por lo tanto, disefiar anticonvulsivos con capacidad ansiolitica resultaria
interesante para personas que padecen ambos desordenes. Ademas, investigaciones previas
para otro grupo de sulfamidas muestra que estas estructuras pueden ser activas frente a este

test. [19]

En esta investigacion se analizo la capacidad de las sulfamidas de inhibir la unién de un
ligando tritiado denominado [3H]-flunitrazepam (81,8 Ci/mmol; adquirido de Perkin Elmer
Life and Analytical Sciences, Boston, MA, USA) a GABAs presente en las membranas
sinaptosomales de la corteza cerebral de ratas. Estos ensayos fueron realizados bajo la
direccion de la Dra. Mariel Marder y su grupo de investigacidn, perteneciente al Instituto de
Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas, de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de
Buenos Aires. La metodologia utilizada por estos investigadores para la realizacion de los
ensayos se encuentra publicada en literatura. [19 La tabla 6.6 muestra los resultados

obtenidos para la inhibicién de los compuestos 2 al 9 y del 11,12y 13.

Compuesto Constante de inhibicion [Ki (uM)]e
2 +
3 -
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++

4 [123 + 15]
++
5 [85 + 21]
6 -
++
7 [140 + 31]
8 -
9 )
11 )
++
12 [61 +21]
+++
13 [14 + 1]

Tabla 6.6-Datos experimentales de la constante de inhibicion de los compuestos obtenidos en
esta tesis, donde [Ki (uM)]e indica la Capacidad de los compuestos, en 300 mM, para inhibir la
unién de [BH]-flunitrazepam al sitio de unién de benzodiazepina del receptor GABA4 donde se
indica como: inhibicién> 80% (+++); 40-80% (++); 20-40% de inhibicién (+); y la inhibicién <
20% (-). Ki * error estandar de los valores medios son medios de 2-3 determinaciones
independientes. El Diazepam, usado como control, arrojo un valor de Ki de 0,0070 #+ 0,0005 uM
(n =5).9 Valor informado en literatura ref. 19

B) Interaccion de las sulfamidas con isoformas de anhidrasa carboénica

Como se detall6 anteriormente, la anhidrasa carbonica (CA), en particular la isoforma CAVII,

ha surgido como un blanco molecular para el tratamiento de la epilepsia febril. 201 Mediante la
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aplicacion de metodologias directas de disefio racional, en nuestro grupo de trabajo se han
determinado las caracteristicas necesarias que deben presentar los inhibidores para ser
activos frente a anhidrasa carbodnica y selectivos a la isoforma CAVII. [21] Se establecio que las
sulfamidas N, N’-disustituidas con un grupo polar y otro no polar pueden presentar
interacciones 6ptimas con el sitio activo de la enzima, el cual se encuentra inmerso en una
cavidad que es mitad hidrofilica y mitad hidrofébica (y disponible para la interaccién de
sendas cadenas laterales de las sulfamidas). En relacién a la selectividad, estudios propios
demostraron que el sitio activo en CAVII es capaz de elongarse lo suficiente para permitir el
ingreso de inhibidores de mayor tamafio que en CAII [21] Por lo tanto, la disustitucidn confiere
a las sulfamidas un tamafio apreciable que las hace poco activas en CAIl. Como se explico
anteriormente, CAIIl es una isoforma ubicua responsable de efectos adversos y tolerancia de
farmacos anticonvulsivos. [221 Estas conclusiones forman parte de la tesis doctoral en
ejecucién del Lic. Jose Luis Gonzales Funes perteneciente al grupo de trabajo y sustentan la

evaluacion de las sulfamidas sintetizadas en este trabajo.

Los ensayos de inhibiciéon fueron efectuados por el grupo del Dr. Claudiu Supuran,
perteneciente al laboratorio de Quimica Bioinorganica de la Universidad de Florencia, Italia.
Para la determinacién de las constantes de inhibicién estos investigadores realizaron estudios
cinéticos con un equipo de espectroscopia de flujo detenido (Applied Photophysics stopped-

flow). [21] Los detalles se encuentran reportados en literatura. [23]

La tabla 6.7 muestra los resultados obtenidos para las sulfamidas y se compara con respecto a

la Acetazolamida (AAZ) un potente inhibidor de la anhidrasa carbdnica, diurético y

anticonvulsivo.
Compuesto Ki (nM)a Selectividad®
CAIl CAVII II/VII
3 4957 0.43 11528
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4 8884 0.45 19742
5 >10000 2.2 >4545
6 >10000 0.31 >32258
7 7681 0.30 25603
8 >10000 0.27 >37037
12 >10000 0.24 >41667
13 >10000 0.28 >35714
15 >10000 0.39 >25641
16 8528 0.37 23049
AAZIZ5] 12.1 2.5 4.8

Tabla 6.7-Resultados de los ensayos de inhibiciéon frente a anhidrasa carbonica, donde Ki (nM)a
es la constante media de inhibicién de 3 ensayos diferentes, por una técnica de flujo detenido (los
errores estaban en el rango de + 5-10% de los valores reportados). ? La selectividad se calcula
por la relacion de los valores de ki para CAll isozima relativa a CA VII

[1]Stables, ]. P.; Kupferberg H. J. Chapter 16: The NIH Anticonvulsant Drug Development (ADD)
Program: preclinical anticonvulsant screening project. Molecular and cellular targets for
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Company Ltd, 191-198. (1997)
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Capitulo VII

Analisis de los
resultadosy
Conclusiones






Como resultado del presente trabajo de tesis se logrd generar una serie de derivados de
sulfamidas, optimizados a partir del farmacoforo propuesto. Se obtuvieron quince nuevos
compuestos, entre sulfamatos y sulfamidas. Para ello se emple6 por primera vez el
calentamiento utilizando radiaciéon de microondas en la via sintética, como alternativa al
calentamiento térmico. Tres reacciones testigo, correspondientes a la sintesis de las
sulfamidas 5, 7 y 8 se realizaron empleando ambas fuentes de calentamiento a fines
comparativos. En los tres casos la via de microondas resulto mas eficiente tanto en tiempos de
reacciéon como en rendimientos.

Otra contribucién al desarrollo del conocimiento en sintesis fue la utilizacién de un
adsorbente sélido, Y-alimina, capaz de retener selectivamente al catecol, producto
contaminante, de la etapa final de la reaccién de sintesis de sulfamidas. Esta modificacion
evité en muchos casos el uso de columna cromatografica, reduciendo asi el uso de solventes
en grandes cantidades durante el aislamiento de las sulfamidas sintetizadas, cumpliendo con
los criterios de la quimica verde.

Los compuestos planteados en este trabajo se disefiaron con la idea de respetar el grupo
funcional sulfamida, unido a aminoesteres y de introducir modificaciones en las cadenas
laterales hidrofébicas. Para ello se modific6 principalmente el sustituyente mas lipofilico de
las sulfamidas, ya sea introduciendo cadenas hidrocarbonadas lineales (hexilo), ramificadas
(isobutilo), ciclicas (adamantilo) o grupos aromaticos (fenetil, p-flior-bencil, metilbencil).
Todas las modificaciones planteadas se propusieron en busca de un incremento de la
actividad y del conocimiento de las caracteristicas limites de lipofilicidad y de volumen de los
sustituyentes.

La actividad encontrada da cuenta de la capacidad del modelo racional empleado para la
optimizaciéon de nuevas estructuras activas. Todos los compuestos preparados y evaluados
presentaron la actividad anticonvulsiva propuesta frente a MES test, a la menor dosis
empleada. Ademas se detectd que dos estructuras muestran efectos téxicos a esta dosis. Por lo
tanto, y de acuerdo al protocolo, todos los compuestos fueron clasificados con clase 1 a

excepcion de 7 y 16 que se definieron de categoria 4.

En cuanto al ensayo PTZ, las moléculas presentaron menor (o nula) accién anticonvulsiva que

la detectada en MES test, demostrando la selectividad del disefio realizado.
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Los resultados obtenidos en fase 1 representan la primera aproximacién para determinar la
actividad de un compuesto y lo hacen de forma cualitativa. Sin embargo, con esta informacién
es posible arribar a interpretaciones preliminares respecto a la influencia de la estructura

quimica en la actividad biolégica.

Se observa que la sulfamida 7 (con un sustituyente hexilo) presenta un perfil en ensayo MES
test similar a un homoélogo previamente preparado por el grupo de trabajo (compuesto 1a), (1]
en la dosis mas baja probada (tabla 2 del capitulo VI). De esto podria inferirse una baja
influencia en la longuitud de cadena hidrocarbonada en la actividad (al menos a una
diferencia de 2 carbonos) en esta etapa de evaluacién. Por otra parte, los indicios de
neurotoxicidad encontrados en el compuesto 7 a bajas dosis indicarian que no es el
compuesto mas prometedor del conjunto. Como se propuso previamente, se deberian ensayar
dosis menores para ver si la accién anticonvulsiva prevalece sin estos efectos adversos.
Resulta interesante, por otra parte, que el isémero ramificado del compuesto 1a (compuesto
8) presenta una importante actividad en fase 1 frente al ensayo MES test, por lo que esta
estructura fue seleccionada para continuar con la fase 2 del programa ASP. Un
comportamiento similar se observa para la sulfamida 3 con otro sustituyente voluminoso
como el adamantilo, con 100% de protecciéon a la menor dosis ensayada. Esto indicaria en
principio, que este tipo de sustituyentes resulta beneficioso para la actividad, aunque deberia
aumentarse el nimero de evaluaciones (y compuestos a comparar) para arribar a este tipo de
conclusiones generales.

En relacién a las sulfamidas derivadas del aminoester de 3-alanina que presentan un segundo
sustituyente aromatico, como los compuestos 1b, 4, 5 y 6, puede observarse que a medida que
el anillo aromatico se aleja de la porcién polar, se incrementa la actividad en el ensayo MES
test, como es el caso del compuesto 5 que fue seleccionado para continuar con la fase 2 del
programa.

Respecto a las sulfamidas que conservan el sustituyente isobutilo pero que difieren en el
sustituyente aminoester (compuestos 15 y 16) se puede observar en ambos casos una
tendencia a disminuir la actividad respecto del compuesto 8 en MES test. Ademas, el
compuesto 16 muestra signos de neurotoxicidad en el test de Rotorod.

De manera similar se analiz6 la sustitucion del aminoester en el compuesto aromatico 4
generandose las estructuras 12 y 13. La sulfamida 12 mostré una accién anticonvulsiva
interesante en la prueba MES, pero el 75% de los animales ensayados con este compuesto en

el ensayo de PTZ murieron después del experimento (dato que no se muestra en la tabla). Por
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esta razdn no se ha completado el perfil biol6gico a 100 mg/Kg. El compuesto 13 exhibe una
mayor actividad a 4h de administracién respecto de la sulfamida 4, pero presenta también
efectos neurotdxicos a altas concentraciones.

Respecto los resultados encontrados en fase 2 del ASP, la DEsy provisoria calculada para el
compuesto 8 fue de 41,87umol/kg (TPE: 1 h), superando en potencia a su isémero 1a
(DEs0:71 umol/kg). [ Se prevé ensayar un mayor nimero de animales para corroborar este
resultado.

En el caso del compuesto 5, no resulto posible hallar la DEsy (como se explicé en el capitulo
(VI)). Se encontré que, en el intervalo de dosis ensayadas, se mantiene la proteccién al
disminuir la concentracién de compuesto a administrar. Se plantea a futuro ensayar dosis por
debajo de 5mg/kg para determinar si la actividad disminuye o continia con este
comportamiento.

También se calculo la EDso del compuesto aromatico 4, que fue de 152,29 umol/kg (TPE: 4 h).
Este valor es mayor que el encontrado para las estructuras alifaticas 8 y 1a. Sin embargo, si se
comparan los resultados obtenidos en esta fase para un anticonvulsivo comercial que deriva
de un aminoacido, Valrocemida (EDso en el ensayo MES es 755 pmol / Kg) [2], se observa que
las sulfamidas superan ampliamente su potencia. El compuesto 4 resulta 5 veces mas activo
que la Valrocemida mientras que la estructura 8 lo es 18 veces en esta etapa preclinica.

Por otro lado, se observo proteccion frente a MES test de los sulfamatos derivados de catecol
sulfato 9, 11y 17 por lo que también se perfilan promisorios como anticonvulsivos. En el caso
del sulfamato 17 se detecta también accion frente al test de PTZ y neurotoxicidad a dosis de
100 mg/Kg. Un mayor nimero de compuestos y de ensayos bioldgicos seran realizados en
forma posterior a esta tesis para adquirir mejores conclusiones respecto a esta familia de
compuestos.

Como se detall6 en el capitulo anterior, se realizaron también ensayos in-vitro de algunos de
los compuestos preparados en este trabajo, mediante colaboraciones con otros
investigadores.

En relacidén a los resultados obtenidos para la inhibicion al receptor GABAa de los compuestos
2 al 9 y del 11 al 13 los resultados muestran, en general, una baja actividad inhibitoria (Tabla
6.7 del capitulo VI). Las sulfamidas 12 y 13 resultaron ser las mds activas, lo que sugiere que
el aminoester de -alanina no es el mejor aminoacido para promover la unién a GABAa. Sin

embargo, un mayor numero de estructuras deberian evaluarse para confirmar esta hipoétesis.
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En cuanto a los ensayos realizados de inhibicion de las isoformas CAIl y CAVII, se observa que
las sulfamidas inhiben la anhidrasa carboénica en el orden de nanomolar o subnanomolar para
CAVIl y, a la vez, son al menos 4000 veces mas activas en esta isoforma que para CAIl. En
relacién a la acetazolamida, (un potente inhibidor de anhidrasa carbénica que fue utilizado
como anticonvulsivo) Bl, se observa un aumento de la potencia y, sobre todo, de la
selectividad. La acetazolamida registra un Ki de 2,5 nM frente a CAVIl y de 12 nM frente a CAII
en las mismas condiciones de evaluacion.l*l El compuesto 12 muestra una Ki un orden de
magnitud menor que acetazolamida en CAVII y mucha mas selectividad respecto de CAII
(unas 41000 veces menos activo). Por lo tanto, todas las estructuras evaluadas son muy
promisorias en cuanto a su potencia y selectividad frente a CAVII. Estos resultados
direccionan futuras investigaciones tendientes a un mayor conocimiento del perfil

antiepiléptico in vivo de estos compuestos frente a modelos de epilepsia febril.
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