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TAMIZADO VIRTUAL ORIENTADO A LA BUSQUEDA DE NUEVOS
FARMACOS ANTIEPILEPTICOS MULTI-OBJETIVO
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Alrededor del 30% de los pacientes epilépticos sufren de
epilepsia refractaria, es decir que no logran alcanzar la
ausencia de crisis a través de la administracion de farmacos
antiepilépticos. El estado de resistencia a los farmacos en la
epilepsia refractaria puede ser una consecuencia de la
hiperactividad de los transportadores del tipo ABC en la
barrera hematoencefalica y/o en los sitios de los focos
epilépticos, o surgir de modificaciones intrinsecas o
adquiridas de los blancos moleculares modulados por los
agentes antiepilépticos. Uno de estos blancos es el
transportador GAT-1 (Fig. 1), encargado de la recaptacion de
GABA, Ila principal molécula inhibitoria de Ia
neurotransmision en el sistema nervioso central.%%3

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar modelos
computacionales basados en descriptores topologicos
capaces de identificar nuevos farmacos antiepilépticos que

actuen a traves de la potenciacion de la via GABAérgica.
Aplicar los modelos desarrollados junto con otros vya
reportados por el grupo de trabajo del Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo de Bioactivos (LIDeB - UNLP) para
identificar nuevos farmacos antiepilépticos multi-objetivo.
Evaluar los candidatos seleccionados en distintos modelos
animales de crisis epiléptica.
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Fig, 1. Transportadores de GABA3

MATERIALES Y METODOS

Partiendo de una base de datos de compuestos con vy sin
actividad inhibitoria contra el transportador de GABA GAT-
1, hemos desarrollado un conjunto de algoritmos de
aprendizaje automatico supervisado para identificar
inhibidores de GAT-1 en campanas de tamizado virtual. Se
aplicaron estos modelos con otros capaces de identificar
sustratos de glicoproteina-P (Pgp, transportador de eflujo

sobreexpresado en pacientes con epilepsia refractaria)* vy
con modelos que identifican moléculas con actividad
antiMES (Maximal Electroshock Seizure)>-°.

Finalmente, la actividad anticonvulsiva de los compuestos
seleccionados se evalu6 en modelos animales de
convulsiones (MES y scPTZ) y se examino su permeabilidad
en el modelo de monocapa de células MDCK II-MDRI.

RESULTADOS

Utilizando |a técnica de bagging hemos desarrollado vy
validado modelos computacionales capaces de identificar
compuestos inhibidores de GAT-1. Se evaluo el desempeno
del mejor modelo (scorel) y 5 esquemas de combinacion
de modelos mediante un analisis de las AUC de las curvas
ROC sobre una base de datos con compuestos cuya
actividad inhibitoria es conocida (Fig. 2). El analisis de las
curvas ROC mostro que la técnica de modelado tuvo éxito

en la busqueda de una combinacion de modelos con alta
sensibilidad (Se: 0.75) y especificidad (Sp: 0.90)
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Fig. 2. Curvas ROCYy las areas bajo la curva (AUC) de las 5 técnicas de combinacién de modelos y del mejor modelo

individual. Un drea de 0,5 corresponde a un modelo sin capacidad clasificatoria. Por el contrario, un area igual a 1

representa un modelo ideal. Se compara el p-valor del mejor modelo individual con el resto de las técnicas. Un p-
valor<0,05 indica que 2 técnicas son diferentes.

La mejor combinacion de modelos (min) se utilizo para el
cribado de dos grandes bases de datos, DrugBank 3,07 vy
SweetlLead®. Se evalud la actividad antiepiléptica de los
compuestos seleccionados en modelos animales de
convulsiones (MES vy scPTZ) resultando el Donepezilo
(DNPZ) como un posible farmaco anticonvulsivo (Tabla 1).

Compuesto Indicacién/Uso Dosis MES Test? scPTZ2  Rotorod®
(mg/kg)
Acetato de Anticonceptivo 30 1/4 0/2 1/6 0/2 X X
abiraterona femenino 100 0/2 0/2 0/2 0/2 X X
0.1 0/2 0/2 0/6 X 0/6
. . Antihistaminic 0.5 X X 0/6 X 0/6
Ciproheptadina
° 2.5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
2.5 0/2 0/2 0/6 0/6
Donepecilo Alzheinmer
5 0/4 0/4 0/6 0/6
St rec el dle 30 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Lincomicina Parki
arkinson 100 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
R 30 1/2 0/2 1/2 0/2 0/2 0/2
Loratadina lérei
alergicas 100 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
e de 30 2/2 1/2 1/2 0/2 0/2 0/2
Norgestimato Sctat
prostata 100 2/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
30 0/2 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Sulpirida Esquizofrenia
100 3/6 0/2 0/2 0/2 0/4 0/2
Trihexifenidilo Antimicético 5 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2

Tabla 1. Ensayos realizados para detectar actividad antiepiléptica de los candidatos seleccionados. a
Numero de animales protegidos / numero de animales ensayados. b NUmero de animales con trastornos
motores / niUmero de animales ensayados. X El compuesto no fue ensayado.

Se determind el coeficiente de permeabilidad aparente
(Papp) del DNPZ con y sin Inhibidor de la Pgp
(amiodarona, AM). Luego se calculo la relacion (Ratio, ER)
entre los Papp en sentido basolateral-apical (BL-AP) y en
sentido apical-basolateral (AP-BL) . Se observa que no
hay diferencias significativas entre el ER con y sin AM
(p>0,5) lo que indica que el trasporte de este compuesto
no se ve afectado por la presencia de la P-gp en las
condiciones experimentales utilizadas (Fig. 3).
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Fig. 3. Resultados de los estudios de permeabilidad.

CONCLUSION

Se desarrollaron modelos computacionales capaces de diferenciar inhibidores de GAT-1 de compuestos sin actividad
inhibitoria. De acuerdo al analisis de las curvas ROC, los modelos combinados constituyen una herramienta util para ayudar
al descubrimiento asistido por computadora de nuevos candidatos a farmacos dirigidos a GAT-1. Los resultados de la
evaluacion biologica y la permeabilidad en el modelo de monocapa de células MDCK [I-MDRI parecen confirmar la validez
del enfoque de deteccién virtual implementado para seleccionar nuevos farmacos antiepilépticos como posibles

tratamientos contra la epilepsia refractaria.
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