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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Planteamiento del problema

Las intoxicaciones sistémicas causadas por anestésicos locales conllevan al riesgo de un
dificil manejo del control vital y reincorporacion del paciente, pudiendo haber inclusive
consecuencias mortales; por lo tanto, es necesario contar con un protocolo de prevencion para
evitar los efectos mas alarmantes, como son los accidentes cardiorrespiratorios y la alta toxicidad
cardiaca y neurologica. Ademas, esto hace pensar que no en todos los centros de salud, clinicas
dentales o instituciones hospitalarias se cuenta con las medidas adecuadas en una emergencia,

aun en pacientes sanos (Valencia y Silvia, 2013).

Dada esta necesidad se plantea la posibilidad de optar por terapias alternativas, con la
factibilidad de compararse con medicamentos comercializados como lidocaina, benzocaina y
bupivacaina. Por lo tanto, es de importancia prever estrategias para disminuir efectos adversos
fisiologicos como bradicardia, cefalea, parestesia, eritemas, entre otros. Una estrategia es evitar
la administracion excesiva del anestésico local o fArmacos innovadores que utilicen mecanismos

de accion mediados en la via anestésica (Freitas-Blanco et al. 2016; Andrade et al., 2013).

Por lo anterior, descubrir compuestos con una amplia gama de efectos farmacoldgicos es
esencial para el desarrollo de medicamentos. Al respecto, el espilantol es un derivado de la
planta Spilanthes acmella y en los Ultimos afios se ha estudiado su potencial efecto para ejercer
anestesia local. Asi mismo, el espilantol utiliza un mecanismo de accién termonociceptivo, a
través del agonismo de una proteina perteneciente a la superfamilia de canales i6nicos TRP, la
cual muestra viabilidad para alcanzar analgesia y anestesia en pruebas preclinicas con animales
(Gomtsyan et al., 2015).

Segun Kar y Roy (2013), en las ultimas décadas el screening o cribado virtual se
convierte en una herramienta esencial para el rapido descubrimiento de farmacos, por medio del
disefio molecular y la optimizacion del farmaco a un bajo costo. Sin embargo, se requieren

grandes bases de datos con informacion actualizada sobre el receptor y ligando, asi como
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programas informaticos que permitan un preciso analisis de las caracteristicas fisicoquimicas de
la molécula en disefio y del acople y la conformacion tridimensional de la proteina estudiada
(Kar y Roy, 2013).

Entonces, el uso de base de datos, articulos cientificos y tesis universitarias como fuentes
de informacion bibliografica y el empleo de programas informativos son indispensables a lo
largo de esta investigacion para dar soporte y argumentar los distintos aspectos del desarrollo y
modelaje de un nuevo farmaco. Ante el panorama propuesto, el autor de esta investigacion se
plantea la siguiente pregunta: ;Cual es la viabilidad de una molécula disefiada a partir del
espilantol como agonista de la proteina TRPV1 para el uso analgésico y anestésico en

circunstancias quirurgicas y postoperatorias?

Hipotesis

Un agonista disefiado a partir del espilantol de la proteina TRPV1 tiene gran viabilidad

para el uso quirdrgico y postoperatorio al presentar efectos anestésicos.
Objetivo general
Modelar un agonista para la proteina TRPV1 por medio de un cribado virtual del
metabolito espilantol y algunos de sus derivados, mediante el disefio molecular in silico de un
potencial anestésico local.

Objetivos especificos

Disefiar una biblioteca virtual de cien derivados del metabolito espilatol utilizando un

meétodo in silico.

Determinar la molécula de la biblioteca virtual previamente disefiada con mayor acople a

la proteina TRPV1, considerando las caracteristicas de un farmaco prototipo.
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Optimizar la molécula seleccionada para alcanzar una mejor interaccion con TRPV1.

Justificacion

Los anestésicos locales son farmacos utilizados para evitar el dolor en diferentes practicas
clinicas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2014), hace referencia a su uso en
intervenciones odontoldgicas, quirargicas y cualquier otro uso de los anestésicos locales que
conllevan el bloqueo nervioso. A lo largo de la vida se experimenta en mayor o menor medida
sensaciones desagradables de dolor como consecuencia de enfermedades o traumas. No obstante,
la interpretacion del dolor es una experiencia subjetiva y su tratamiento debe ser estudiado

individualmente. (Ministerio de Salud de Nicaragua, 2014)

De acuerdo al informe presentado por el Global State of Pain Treatment (2011), se estima
que unas 33 millones de personas sufren dolor intenso e innecesario por falta de tratamiento
paliativo. Por otro lado, el estudio revela que alrededor del 80% de la poblacion mundial que
presenta dolor intenso 0 moderado tienen un acceso insuficiente o nulo a algun tratamiento,
incluyendo pacientes con VIH/SIDA y céancer terminal. Asi bien, la Fundacién Grinethal, de
Universidad de Salamanca (2011) menciona que mas de 25 millones de personas sufren dolor

agudo por un mal tratamiento y control de las lesiones o cirugias realizadas.

Actualmente la farmacologia del dolor abarca gran variedad de farmacos para su
tratamiento, como lo son los analgésicos opioides, anestésicos locales y los AINEs. Segun
Mordn (2008) es importante reconocer el tipo de dolor al que se esta enfrentando, para dar una
adecuada indicacion farmacoldgica. Se distinguen 3 tipos distintos de dolor, el nociceptivo (de
origen somatico y visceral), idiopatico (de causa desconocida) y neuropatico (atribuido a un
trauma central o periférico). El dolor también se puede clasificar segun su intensidad (leve,

moderada o severa) y por su duracion (agudo o cronico).

Por lo tanto, el de uso de los anestésicos locales se asocia en la mayoria de los casos al
dolor agudo o de corto tiempo, el cual podria ser causado por las intervenciones quirdrgicas

perioperatorias (en el momento de la cirugia) y/o postoperativas (después de la cirugia), asi
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como el alivio sintomatico del dolor neuropatico causado por herpes zoster (Davies y Galer,
2004). La administracion de anestésicos locales es indispensable en la practica profesional de
rutina de anestesiologos, cirujanos, odontdlogos veterinarios y enfermeros. Actualmente los
medicamentos para el blogueo nociceptivo son bastante seguros y no poseen efectos adversos de
gran riesgo. Sin embargo, el uso continuo en la préctica diaria podria causar complicaciones

mucho mas serias. (Sékkinen, 2005).

Segun Sékkinen (2005), entre las complicaciones de la préctica diaria se hallan riesgos
como ruptura de agujas, que podrian deberse a técnicas incorrectas, aleaciones débiles, agujas
reutilizadas, defectos de fabricacion y movimientos repentinos del paciente o profesional de
salud. Dicho autor también menciona, que durante de la administracion del anestésico local
puede haber dolor en el paciente debido al bajo pH, lo que ocasiona irritacién e incomodidad en
la mucosa del paciente, ademas las inserciones agresivas de la aguja podria causar infecciones y
desgarros en tejidos blandos, nervios o vasos sanguineos. Asi bien, aunque estas situaciones sean
pocos comunes no se pueden descartar las reacciones adversas por hipersensibilidad, alergia,
sobredosificacion y toxicidad. (Sakkinen, 2005). También, la diaria administracién post-
operatoria de anestésicos locales que podrian desencadenar complicaciones tdxicas de

importancia clinica a nivel cardiaco y neurolégico. (Katzung, Brunton y Hernandez, 2016).

Segun lo anterior y haciendo referencia a Florez (2014): “La toxicidad es consecuencia de
la alta concentracion plasmatica alcanzada, siendo la inyeccidn intravascular accidental la causa
mas frecuente de intoxicacion”. Por ende, es necesario continuar con el estudio cientifico de
nuevas terapias contra el dolor provocado por intervenciones quirargicas, que requieran el uso de
anestésicos locales; estos métodos alternativos deben ser viables para disminuir todos estos

efectos negativos.

El desarrollo In Silico de medicamentos ha sido en los Ultimos afios un metodo de
trascendencia cientifica, ya que permite explorar y descubrir un sinfin de estructuras quimicas
por un costo realmente menor en comparacién con los métodos tradicionales como la sintesis
quimica In vitro (Kar y Roy, 2013). Los ensayos In Silico utiliza métodos computacionales de

gran detalle a nivel atomico e informacion tridimensional de la proteina en estudio para la
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experimentacion del acople con el nuevo farmaco en desarrollo. (Lionta, Spyrou, Vassilatis y
Cournia, 2014)

El cribado molecular es una herramienta del desarrollo In Silico de farmacos flexible e
ideal para el estudio virtual de los comportamientos farmacoldgicos entre la union de moléculas
pequefias con su proteina diana, lo que permite seleccionar una molécula candidata con la mejor
estabilidad fisicoquimica, que luego sera sometida a un proceso de optimizacion con el fin de
perfeccionar el efecto terapéutico. (Lionta, Spyrou, Vassilatis y Cournia, 2014).

Con la implementacién de una biblioteca virtual de metabolitos se pueden analizar
diferentes variables derivadas de una molécula de interés. Entre estas variables esta la prediccion
conformacional y direccional del ligando al sitio de unién, la masa molecular, el logP, la
refractividad molar, los enlaces rotables y los donares y aceptores de hidrogeno. Por lo que es de
fundamental importancia conocer la estructura de la proteina diana y sus lugares de unién con el
ligando, para asi idear la estrategia de optimizacion del farmaco en disefio. Esta metodologia,
sugiere una reduccion de tiempo y dinero en el proceso de desarrollo molecular, viéndose una
amplia aplicacion en las distintas etapas de los ensayos preclinicos. (Ou-Yang et al., 2012).
(Cruz, 2015)

Acmella oleracea, familia Asteraceae, es una planta conocida por sus maultiples usos
medicinales a nivel popular, entre ellos la capacidad de ejercer efectos antipiréticos, anestésicos,
analgésicos, antiinflamatorios y miorelajantes. Una revision de estudios fitoquimicos revela que
los efectos presentes en la planta se deben al contenido del metabolito espilantol, una
alquilamina con significativa actividad antinociceptiva. (Prachayasittikul et al., 2013).

Un estudio realizado por Andrade et al. (2013), revela que el aceite de Acmella oleracea
es rico en espilantol, y ademas presenta actividad anestesica, pues se compard con el
medicamento control benzocaina y encontraron que no hay diferencia significativa entre ambos;
lo cual expone una considerable accidn farmacoldgica y a la vez, sugiere realizar mas estudios al
respecto. El espilantol es una alquilamida con propiedades antinoceptivas que estan relacionadas

con la liberacion de GABA, actividad opioide, serotoninérgica y de liberacion de dxido nitrico.
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La capsaicina (metabolito presente en el chile picante) y el espilantol tienen gran similitud
estructural, precisamente en la cadena de acidos grasos y el grupo funcional amida. Esto sugiere
que comparten una misma via de accion mediante la activacion del receptor TRPV1. (de la Rosa-
Lugo, et al., 2017)

Por todo lo anterior, este trabajo de investigacion propone realizar una biblioteca virtual
de 100 o més derivados del metabolito espilatol, para luego analizar los parametros
fisicoquimicos de cada molécula obtenida. Una vez seleccionada la molécula hit (molécula
candidata mas estable) se iniciard la optimizacion de la misma comparando su acople
conformacional y direccional a la proteina TRPV1 designada como el receptor. Cabe resaltar que
todos los programas informéaticos y de bases de datos que se van a utilizar se encuentran

disponibles gratis en la web.

Antecedentes

En este trabajo de investigacion se estudia la relacion entre el receptor TRPV1 y la via
nociceptiva del dolor activada mediante el metabolito espilantol y algunos derivados de este, con
el fin de profundizar en las caracteristicas fisicoquimicas de sus estructuras organicas, para
obtener un posible disefio molecular que permita un acople configuracional. Primeramente se
hace una recopilacion de informacion cientifica en las siguientes bases de datos: EBSCO,
SCIELO, Pubchem, Google Académico, PubMed NCBI, Journal of Medicinal Chesmtry, Journal
of Ethnopharmacology, Scihub y Science Direct.

Facer et al. (2007) estudian la expresion diferencial de la capsaicina con el receptor
TRPV1, TRPV3, TRPV4 y TRPMS en tejidos humanos sanos y dafiados por estrés traumatico y
neuropatia diabética. El estudio lo llevan a cabo utilizando distintos nervios, ganglios y raices
nerviosas de la médula espinal de pacientes sanos y diabéticos post mortem. Determinan que los
receptores TRPV1 y TRPV3 son significativamente activos en nervios del plexo braquial y el
TRPV1 en piel hipersensible. EI TRPM8 no modifica la lesion por avulsién y el receptor TRPV3

se detecta en queratinocitos basales de la piel diabética. Se concluye la actividad de los
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receptores TRP, en especial el TRPV1, el cual presenta un objetivo terapéutico con mayor

selectividad para el dolor que los otros receptores.

En julio del 2008, en el Hospital Universitario San Cecilio de Granada, Espafia, se reporta
un caso por intoxicacion de anestésicos locales. El caso lo presenta una mujer de 23 de afios sin
antecedentes de enfermedad, quien acude al Servicio de Urgencias por mareo, somnolencia,
lenguaje torpe y lento. El caso clinico refiere que se le habia aplicado por 3 horas una crema
compuesta por lidocaina base y prilocaina base (EMLA®) en ambas piernas posterior a una
depilacion con laser. La mujer experimenta metahemoglobinemia adquirida por cianosis sin
respuesta al oxigeno de alto flujo. En Cuidados Intensivos se le administra azul de metileno,
viéndose una evolucion clinica favorable. Se concluye que la cianosis es el signo mas relevante
en este caso y que el tiempo de exposicion al farmaco tiene una relacion directa con el riesgo de

desarrollar metahemoglobinemia (Moreno et al., 2008).

Otro caso de toxicidad por anestésicos locales se estudia en el 2008 por la Universidad
Hospitalaria Carl Gustav Carus (Dresden, Alemania), donde un paciente masculino de 91 afios
con enfermedad obstructiva cronica exacerbada es admitido a cirugia de bursitis del olecranon.
Se le administra mepivacaina y prilocaina para el blogueo del nervio cubital. Pasados 5 minutos
de la administracién de estos medicamentos, el paciente empieza a mostrar signos de mareos,
nauseas y agitacion y no muestra respuestas a 6rdenes verbales, mas tarde necesita ventilacion
por medio de mascarilla, el pulso cardiaco aumenta, asi como la presion sanguinea. Como
medida de rescate, se le administran lipidos al 20 % por via intravenosa con repeticiones cada 3
minutos. La administracion de lipidos continta hasta la desaparicién completa de los sintomas y
la estabilidad del paciente. El bloqueo es probado de nuevo y funciona adecuadamente por lo que

se prosigue con la operacion (Litz et al., 2008).

Un estudio realizado por Gregorio et al. (2010) en Italia y Estados Unidos describe la
aparicion de toxicidades por anestésicos locales a partir de 1979 hasta el 2009. Se determina que
el 60 % de las reacciones estudiadas afectan el sistema nervioso central, también se observan
Unicamente sintomas a nivel cardiovascular después de la inyeccién del anestésico. La mayoria

de los casos ocurren por administracion de bupivacaina, seguido de ropivacaina y
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levobupivacaina. A nivel neuroldgico, el sintoma mas comun es la convulsion, seguido de
agitacion y perdida de conciencia. Otros signos como confusién y mareos suceden en menor
frecuencia. A nivel cardiovascular, los sintomas mas comunes corresponden a bradicardia e
hipotension, seguidos de arritmias de aparicion grave. Los sintomas aparecen luego de 5 minutos
de haber iniciado la administracion del medicamento y dependen de la tasa de infusion, la
sensibilidad a los anestésicos dependiendo de los pacientes, farmacocinética de los anestésicos y

la calidad del monitoreo clinico para el control de los sintomas.

Un estudio efectuado en la India describe el caso de un paciente masculino de 25 afios
que es admitido a emergencia quirargica debido a que presenta un dolor abdominal agudo. El
paciente es diagnosticado con perforacion duodenal aguda y se le aplica una laparotomia de
emergencia. Como parte del estudio, se destaca que el paciente no tiene historial de
enfermedades médicas o quirdrgicas. Antes de iniciar el procedimiento quirtrgico abdominal, al
paciente se le administra una dosis de prueba con lidocaina para descartar la via intravascular del
catéter, luego de haber sido puesto a nivel vertebral. Después, previamente a la incision
quirdrgica en la operacion, se le administra una dosis de bupivacaina como analgesia
intraoperativa. Sin embargo, a la hora de comenzada la operacion, en el momento en que el
paciente se encuentra en el punto mas alto de bloqueo neuromuscular, se observa un movimiento
tonico-clonico en todas las extremidades. Posteriormente, los movimientos cesan con la
administracion de la bupivacaina y se reformula la dosis de anestésico local; no obstante, los
movimientos surgen de nuevo por lo que se toman otras medidas, mediante la administracion de
midazolam y fenitoina para disminuir su incidencia. La operacion finaliza luego de dos horas sin

aparicion de dichos movimientos (Prakash et al., 2015).

En el 2017, Hasan y colaboradores exponen un caso clinico sobre la intoxicacion
sistémica inducida por lidocaina en Estados Unidos, en el cual una mujer de 23 afios, sin historial
médico, se presenta a un centro quirurgico ambulatorio para una septoplastia nasal por un desvio
del tabique nasal. Durante la operacion se le administra 4 veces la dosis recomendada de
lidocaina al 2 % con adrenalina al 1 % por via subcutanea. Poco después de la administracion, la
paciente experimenta bradicardia seguida de una actividad eléctrica sin pulso (paro cardiaco). Se

le aplica RCP junto con 1 mg de epinefrina, sin respuesta alguna a los 20 minutos se le
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administra un bolo de 100 mL al 20 % de emulsion lipidica intravenosa. Posteriormente es
llevada a Cuidados Intensivos con infiltracion de intralipidos y norepinefrina. Después de 2 dias
de recuperacion la paciente es dada de alta sin rastros de dafios por cardiomiopatia. Los autores
concluyen que la toxicidad sistémica de la lidocaina puede ser mortal y la administracion

intravenosa de lipidos es la clave para prevenir la muerte cardiaca (Hasan y Asif, 2017).

Dado el historial toxicoldgico de los anestésicos locales a nivel cardiaco y nervioso, se
plantea la posibilidad de disefiar un anestesico local con efectos terapéuticos comparables a la
lidocaina a partir de un metabolito secundario existente en la especie Acmella oleracea,
utilizando técnicas de docking virtual en un receptor nociceptivo de la familia TRP. Por lo tanto,
se examinan antecedentes internacionales y nacionales que evidencien estudios cientificos para

el desarrollo in silico del prototipo de anestésico local.

Durante el 2009 en Bélgica, Boonena y colaboradores estudian la composicién quimica
de las plantas del género Echinea, Xanthoxylum y Spilanthes. Su objetivo consiste en realizar un
extracto de estas plantas conteniendo el metabolito espilantol y probar el efecto por via
transdérmica, analizando la farmacocinética después de la aplicacion topica en tejido humano. La
metodologia empleada para el extracto se basa en el uso de dos disolventes aceptados en la
produccion farmacéutica, como lo son el etanol al 65 % y el propilenglicol al 10 % en
combinacion de tres fluidos receptores (PBS, PBS+HPCD y agua/alcohol 70:30) para asi obtener
el metabolito activo. Luego se aplican los extractos en un modelo de prueba in vitro denominado
sistema de células de difusion de Franz, para comprobar la permeabilidad por extrapolacion. Se
observa que el extracto con el fluido receptor de agua/alcohol 70:30 presenta las mejores
caracteristicas transdérmicas para el espilantol que las demas preparaciones fitoquimicas,

demostrando que el metabolito tiene absorcidn por via transdérmica.

También en un estudio de la Universidad de Parana (Parand, Brasil), efectuado por Ogata
et al. (2013), se analiza el efecto antinociceptivo de un extracto etanoalcohodlico rico en
espilantol en modelos animales para dolor nociceptivo y neuropatico. Los estudios se llevan a
cabo en ratones machos, donde se aplica por via intraperitoneal el extracto de espilantol antes de

la induccidn dolorosa por calor térmico y quimico y por lesion traumatica del nervio ciatico. Se
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establece que las dosis de 10, 30 y 100 mg/kg reducen las fases inflamatorias causadas por el
estres de calor quimico. La dosis de 100 mg/kg es la que mejores resultados tiene frente a la
prueba de calor térmico y trauma mecéanico con un efecto durante 3 horas. También se estima la
dosis letal media que es de 889,14 mg/kg, por lo cual los autores concluyen que el extracto

etanoalcoholico tiene efectos antinoceciptivos sin presencia de efectos adversos.

Por otro lado, en la clinica dental de la Universidad de Paranaense (Brasil), Andrade et
al. (2013) realizan un estudio para determinar la efectividad y seguridad de la Spilanthes acmella
como un anestésico local de la mucosa bucal. Se aplica un ungliento con extracto de S. acmella
sobre la mucosa seca en concentraciones del 15 % y 30 %, y se compara con la aplicacion de
benzocaina al 20 % inyectada como medicamento control. Es probada en pacientes con
sensibilidad oral y la medicién del dolor es hecha con una escala visual analégica y el monitoreo
de la frecuencia cardiaca. Se obtiene como resultado que no hay diferencias entre la eficacia de
ambas concentraciones del unglento en comparacion con el farmaco de referencia; viéndose en
el ungiento de espilantol eficacia y seguridad en la reduccion del dolor contra la insercién de la

benzocaina por aguja.

A partir de la técnica del acoplamiento molecular o docking, se puede optimizar el
ligando. Este estudio muestra como el cambio de ciertos grupos quimicos dentro de la estructura
del ligando ayudan a mejorar la union de las estructuras y a definir las interacciones en el enlace

proteico y la funcion nociceptiva del receptor en el acople molecular.

En la Universidad Auténoma del Estado de Morelos, México, De la Rosa-Lugo et al.
(2016) efecttan un estudio para establecer el papel que juega el receptor TRPV1 en el efecto
antinociceptivo de distintas alquilamidas. Utilizan la prueba de formalina para evaluar la
condicion antinociceptiva de la region bucal en ratones. La capsaicina es la alquilamida control
para determinar la participacion del receptor TRPV1, también llevan a cabo un docking virtual
para definir un posible mecanismo de accion. Notan que la activacion del receptor a una posible
interaccion con los residuos de los aminoacidos Thr550 y Glu570. Concluyen que tanto la

capsaicina como el espilantol tienen propiedades antinociceptivas por un posible estimulo del
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receptor TRPV1, sin embargo incitan a desarrollar estudios a profundidad para el uso de las

alquilamidas.

A nivel nacional, la tesis de investigacion hecha por Cruz (2016) en la Universidad
Internacional de las Américas, identifica un inhibidor de la proteasa NS3/NS2B del virus del
dengue en productos naturales de la biodiversidad costarricense para disefiar un potencial
prototipo de farmaco para el tratamiento del virus del dengue. El estudio expone la utilidad de
descriptores moleculares para predecir las caracteristicas fisicoquimicas de un prototipo de
medicamento, asi como el docking es util en el analisis de las afinidades que poseen los ligandos

con la diana.

En un estudio desarrollado por Blanco (2017) en la Universidad Internacional de las
Américas, se hace referencia al empleo del docking para el disefio de ésteres derivados de
benzotiazol como posibles antifungicos inhibidores de la N-miristoiltransferasa para el uso en
procedimientos de limpieza contra el hongo Aspergillus fumigatis. El objetivo de este trabajo
consiste en abordar el problema de contaminacion fangica en cuartos limpios, donde se ejecutan
procesos industriales criticos. Por medio de la técnica de docking, se efectla la seleccion de una
proteina que funciona como un objetivo macromolecular para la investigacion. En dicho estudio
se utiliza un inhibidor llamado RO-09-4879 que presenta una potente actividad inhibitoria en el
hongo en estudio. La técnica ayuda a determinar la afinidad del ligando con la diana estudiada y

asi definir la energia de union para realizar la actividad inhibitoria.

La importancia de los antecedentes descritos es que posibilitan ampliar la visién de los
objetivos por desarrollar, ya que demuestran la necesidad de reducir los efectos adversos de los
anestésicos locales, utilizando menores concentraciones del medicamento con una posible
molécula antagonista del receptor TRPV1, siendo el espilantol una excelente candidata para
implementar un cribado molecular y, de esta manera, lograr mejorias a nivel de la molécula,

buscando seguridad y eficacia farmacologia.
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Proyecciones

Este trabajo permite seleccionar y optimizar un agonista de la proteina TRPV1 por medio
de técnicas de disefio molecular y validacion in silico a partir del metabolito espilantol, el cual
posee propiedades antinoceptivas y analgésicas, con el propdsito de perfeccionar el efecto

terapéutico mediante la aplicacion topica y disminuir las intoxicaciones por anestésicos locales.
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

En este apartado se mencionan las caracteristicas tedricas de la patologia del dolor, donde
la definicion es comentada por distintos autores, ya que la interpretacion del dolor es subjetiva y
personal. También abarca temas de indole médico como la fisiopatologia del dolor, los tipos de
dolor y la clasificacion de los tratamientos utilizados en el dolor agudo con sus respectivos
tratamientos farmacol6gicos. Ademés, se comentan las generalidades de la plana Acmella
oleracea, la molécula espilantol y su importancia como fuente de investigacion, asi como el
potencial del receptor TRPV1 en el impacto de un mecanismo de accion alternativo para alcanzar
un efecto anestésico local. Por otro lado, se explica la relevancia del desarrollo de técnicas in
silico en el descubrimiento de nuevas moléculas y como deben ser analizadas estas a la hora de

ser seleccionadas.

Generalidades del dolor

Definicion de dolor

Segun la Asociacion Internacional del Estudio del Dolor, el dolor se define como “una
experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con el dafio tisular actual o potencial o
bien, descrita en términos de tal dafio” (Kopf y Patel, 2010). Este concepto ayuda a estudiar el
dolor no solo desde el punto de vista del dafio somatico o tisular, sino también atribuido a otras
causas psicoldgicas y sociales, relacionadas al impacto cultural, familiar, econémico, laboral,
entre otros. A partir de esta definicion, se concluye que el dolor es una experiencia individual y

subjetiva.

Moron (2008) comenta que la experiencia subjetiva del dolor desde la perspectiva
somatica depende del estimulo de los receptores sensoriales o0 nociceptivos presentes en distintas
regiones del cuerpo; como la piel, los masculos, las articulaciones, las visceras y los vasos
sanguineos, viéndose involucrados estimulos de la via quimica, térmica o mecéanica. Por

consiguiente, el dolor puede ser influenciado por un dafio organico o animico.
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Por otro lado, los factores culturales e historicos como los conflictos bélicos, religiosos y
ambientales dificultan el estudio de su tratamiento, dado que el manejo del dolor en campos
clinicos depende tanto del acceso al medicamento como de la ayuda psicolégica y paliativa para
la integracion social del paciente, considerandose como un problema primario de asistencia
médica para todo aquel profesional de la salud que se halle envuelto en esta situacion (Kopf y
Patel, 2010).

Fisiopatologia del dolor

El dolor se produce cuando las fibras aferentes del sistema nervioso comunican impulsos
dolorosos, entre ellas las fibras amielinicas de conduccion lenta o fibras C y las fibras
mielinizadas conduccién rapida o fibras A. La informacion sensorial comunicada por las
acciones quimicas, térmicas y mecanicas es transmitida por estas terminaciones nerviosas libres,
tanto de las fibras C amielinicas como por las fibras A mielinicas de pequefio didmetro; la
estimulacion intensa de estas terminaciones genera la sensacion del dolor. Por lo general, el dafio
de las terminaciones aferentes produce déficit de la discriminacion de dolor y temperatura y
puede ocasionar sensaciones dolorosas anormales en el area de la pérdida sensorial (McPhee y
Hammer, 2011).

Morén (2008) hace una descripcion anatomica de las fibras como unas sustancias
gelatinosas de la médula espinal presentes en las raices dorsales, que llevan los impulsos
dolorosos al tdlamo contralateral por el complejo espinotalamico lateral, los cuales son
transmitidos hacia la corteza somasensorial, relacionada con el dolor. Las neuronas del ganglio
de la raiz dorsal modulan la informacién somatosensitiva proveniente de las vias aferentes, a la
vez conducen impulsos dentro de un rango de velocidad de 0,5 a 120 m/s. Por consiguiente, esta
velocidad de conduccion depende del calibre de cada fibra nerviosa. Las fibras A son las de
méaxima velocidad de conduccion y transmiten informacion de presion, frio y tacto cutaneo, asi
como el dolor mecanico y el dolor producido por calor. En contraparte, las fibras C de calibre
menor transmiten sensaciones ligeras de tibio-caliente o dolores asociados a estimulos quimicos

y mecanicos (Porth, 2006).
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Tipos de dolor

Como se expuso, los tipos de dolor son de dificil clasificacion, ya que la causa y la
interpretacion del dolor es subjetiva, pueden ser muy variantes. Sin embargo a lo largo de los
afios se clasifican segun su duracién, patogenia, localizacién, curso e intensidad. Asi bien, Puebla
(2005) propone una clasificacion para estos tipos del dolor, junto con sus respectivos subtipos
(tabla 1).

Junto con la posible patologia causante de la experimentacion del dolor, cabe destacar
que cada patologia puede llevar una causa iatrogénica o psicoldgica. A efectos de esta tesis, se
propone trabajar con el dolor de duracién aguda e intensidad leve para patogenias neuropaticas y
nociceptivas, en donde el apoyo de los anestésicos locales sea requerido, como en intervenciones

quirdrgicas y posquirudrgicas para las zonas afectadas.

Tabla 1. Tipos de dolor

Tipos Subtipos Manifestacion Patologia causante

De corto tiempo Yy subito. Perforaciones de  visceras

Agudo Taquicardia, hipertensién, | huecas, fracturas
sudoracion. musculoesqueléticas.
Duracion De larga duracion (desde meses
o hasta afios). Acompafiado de|
Cronico . Cancer.
componentes psicoldgicos

como depresion.

Estimulo directo del sistema Dolor  neuropéatico,  dolor

N nervioso central y lesiones  posquimioterapia y
Neuropatico ) o ) ] .
nerviosas periféricas. Dolor | posradioterapia,  compresion

) punzante y quemante. medular.
Patogenia

Dolor tipo célico, metastasis
o . _ hepéticas, cancer pancreatico y
Nociceptivo | Somaético y visceral. ] )
dolor 0seo producido por

metastasis 0seas.
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o Intervencion  del  ambiente ]
Psicogeno ) ) Estres.
psicosocial.
Excitacion anormal de ) _
. ] . Dolor 06seo producido por
Somético nociceptores somaticos. S
_ metastasis dseas.
Localizado, punzante.
Localizacion Excitacion anormal de
) nociceptores viscerales. Mal Dolor tipo colico, metastasis
Visceral ] ) . ) .
localizado, continuo 0 | hepaticas y cancer pancreatico.
profundo.
Continuo Persistente a lo largo del dia. Céncer
o _ Inducido por movimientos o
Curso _ Dolor transitorio en pacientes ) )
Irruptivo ) acciones  voluntarias  del
bien controlados. )
paciente.
Tolerable, permite realizar
Leve . o
actividades diarias. ) o _
_ : - De carécter subjetivo y medido
Intensidad Interfiere con las actividades _
Moderado o por una escala de analgesia.
diarias.
Severo Interfiere con el descanso.

Fuente: Elaboracion propia con base en Puebla, 2005

Generalidades de los anestésicos locales

Los anestésicos locales corresponden a sustancias activas que realizan la accion de

bloquear de manera reversible la conduccion nerviosa en cualquier parte del sistema nervioso

que se aplique; pasado el efecto de la sustancia activa, la conduccion nerviosa se revierte por

completo (Flérez, 2014).

Estos farmacos se utilizan principalmente con el objetivo de suprimir o bloquear los

impulsos nociceptivos en los receptores sensitivos, a lo largo de un nervio, tronco nervioso o en

los ganglios, y también si en la aferencia sensorial circula por nervios aferentes tanto somaticos

como vegetativos. Por otro lado, el bloqueo puede servir para bloquear la actividad eferente

simpatica de caracter vasoconstrictor (Flérez, 2014).
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Clasificacion de los anestésicos locales

El principio activo de los anestésicos locales corresponde a una molécula compuesta por
un anillo aromatico y una amina secundaria o terciaria, separados por una cadena intermedia con
un enlace tipo éster o amida. Dependiendo del tipo de enlace, se condiciona la velocidad del

metabolismo, la duracion de la accion y la toxicidad especifica (Florez, 2014).

De acuerdo con Lorenzo, Moreno, Lizasoain, Leza, Moro y Portolés (2008), los
anestésicos locales se pueden clasificar en dos grandes grupos, los ésteres y las amidas. La
diferencia radica en el tipo de union de la cadena intermedia con la cola lipéfila, lo cual es
importante en la practica clinica al facilitar la eleccion del medicamento adecuado segun el

metabolismo y la capacidad alérgica.

Una de las razones para elegir el tipo anestésico local es por la duracion de su efecto,
viéndose que siempre hay una proporcionalidad entre el tiempo y el contacto de la fibra nerviosa.
Los anestésicos locales tipo éster, como la cocaina, producen vasoconstriccion debido al
estimulo noreadrenérgico, aumentando el tiempo de duracion de la anestesia. Sin embargo los
anestésicos locales de tipo amida carecen de esta accién, por lo que se les debe agregar

sustancias vasoconstrictoras (Morén, 2008).

En la figura 1 se pueden apreciar los anestésicos locales mas utilizados de ambos grupos
con sus respectivas estructuras organicas. Cabe rescatar que los tipos éster son farmacos que
sufren en plasma hidrélisis rapida por enzimas pseudocolinesterasas y los tipos amida son

degradados mas lentamente por microsomas hepaticos (Lorenzo et al., 2008).
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Figura 1. Principales anestésicos locales de tipo éster y amida

Fuente: Lorenzo et al., 2008

Aplicaciones de los anestésicos locales

Los anestésicos locales se utilizan principalmente para tratar el dolor neuropatico
provocado por herpes zoster, en intervenciones quirurgicas, cirugias y en el tratamiento del dolor
agudo postoperatorio. Por lo general se utilizan en la anestesia superficial de piel y mucosas,
debido a sus capacidades fisicoquimicas de atravesar la membrana celular. Asimismo se pueden
aplicar anestésicos locales en infiltracion por via subcutanea, viéndose una difusion mayor en las

terminaciones nerviosas.
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En esta administracion es frecuente la asociacion de adrenalina al 1:200000 para
prolongar el tiempo accion. No obstante, se debe tener especial cuidado para evitar isquemias,
puesto que la adrenalina se contraindica en enfermedad coronaria. Por via intravenosa, el
anestésico local tipicamente utilizado es la lidocaina al 0,5 % para cirugias de mano y mufieca, y

también como coadyuvante de analgesia del dolor crénico por neuropatia (Florez, 2014).

Ventajas y desventajas de la adicion de un vasoconstrictor al anestésico local

Moron (2008) menciona que al agregar un agente vasoconstrictor a los anestésicos locales
se disminuye la velocidad de absorcién in situ, por ende, aumenta la duracion e intensidad del
farmaco. Esto se debe a que reduce el paso del anestésico a la circulacion sistémica y, por
consiguiente, disminuye el riesgo a hemorragias en intervenciones quirdrgicas menores. Florez
(2014) expone: “Las administraciones de anestésicos locales por infiltracion necesitan cantidades
relativamente altas de farmaco para anestesiar una pequena area”, lo cual puede aumentar las
posibilidades de intoxicacion sistémica, por consecuente los sintomas cardiotdxicos Yy

neurotoXxicos.

El agente vasoconstrictor puede ser absorbido a nivel sistémico y producir importantes
reacciones adversas cardiotoxicas. Antes de una cirugia u operacién quirdrgica, se debe tener en
especial consideracion a pacientes cardidpatas que sufran de arritmias ventriculares, hipertension
y cardiopatia isquémica, por lo tanto el monitoreo de los signos cardiacos debe ser fundamental

en la practica clinica.

También la vasoconstriccion puede ocasionar el retraso de la cicatrizacion de la herida,
edema tisular e inclusive necrosis de la zona, debido a una hipoxia y lesion histica, consecuente
al aumento del gasto de oxigeno en los tejidos no perfundidos asociados a la vasoconstriccion.
Por lo tanto, se debe procurar la asepsia y mejoria de las heridas en operaciones ortopédicas e

intervenciones quirurgicas de regiones terminales (Morén, 2008).



36

Mecanismo de accion de los anestésicos locales

El mecanismo de accion de los anestésicos locales ain es desconocido en su totalidad,
por lo que existen diversas hipotesis para su dilucidacion. Sin embargo, en los ultimos afios y
gracias a las nuevas técnicas de estudio electrofisioldgico, se analiza el mecanismo de accion de
los anestésicos locales por medio un movimiento ionico a través de la membrana celular. Flérez

(2014) hace referencia al mecanismo de accidn de los anestésicos locales:

Los anestésicos locales deprimen la propagacion de los potenciales de accion en las fibras
nerviosas porque bloquean la entrada de iones de Na* a través de la membrana, en
respuesta a la despolarizacion nerviosa, es decir, bloguean los canales de Na®
dependientes de voltaje. A nivel electrofisioldgico, los anestésicos locales no modifican
el potencial de reposo, disminuyen la velocidad de despolarizacion, y por lo tanto, la
velocidad de conduccidn; al bloquear el canal en su forma inactiva, alargan el periodo
refractario, y como consecuencia, el nimero de potenciales de accién que el nervio puede
transmitir por unidad de tiempo, ird disminuyendo a medida que aumenta la
concentracion, hasta que el bloqueo sea completo y el nervio sea incapaz de
despolarizarse. La interaccion con el canal es reversible y termina cuando su
concentracion desciende por debajo de un nivel critico (concentracion bloqueante

minima).

El mismo autor comparte en esta hipotesis que la accion anestésica se debe a que el sitio
de fijacion esté en la porcion interna transmembranal del canal de sodio y la forma no ionizada
del anestésico es la responsable de atravesar la fase lipidica de la membrana neuronal. Esto se
puede apreciar en cualquier membrana excitable, actuando en cualquier parte de la neurona
(soma, dendritas, axones, terminaciones, entre otros), al igual que en la membrana muscular y el
tejido cardiaco (Florez, 2014).

Asi bien, Lorenzo et al. (2008) complementan este mecanismo de accién sefialando la

relevancia del pH del anestésico local, donde usualmente se observa el medicamento en
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soluciones de acidez ligera y en dos formas, cationica y no ionizada. Por esto la mayoria de las

preparaciones farmacéuticas se estabiliza con la sal de clorhidrato.

En la préactica clinica, la forma no ionizada difunde de manera facil la membrana del
nervio, una vez alli es ionizada y activada por la union con el receptor de membrana. Este
acoplamiento explica el bloqueo de los canales de sodio dependientes, por consecuente la
inhibicion de la despolarizacion de membrana. Cabe destacar que existe una posible interaccion
de los anestésicos locales con el calcio, ya que la forma cationica compite con el calcio por la

fijacion de membrana, referente al control de la permeabilidad al sodio.

Farmacocinética de los anestésicos locales

La absorcion sistémica, distribucion y eliminacion son parametros cinéticos determinados
para reducir el efecto anestésico, por eso su estudio es decisivo con el fin de analizar el tiempo
de accion del medicamento y prever sus reacciones adversas, en especial las manifestaciones

toxicas en el corazon y sistema nervioso central (Florez, 2014; Katzung et al., 2016).

Absorcidn sistémica de los anestésicos locales.

La absorcion sistémica de los anestésicos locales estd determinada por factores como
dosis, lugar de administracion, union a tejidos, adicién de sustancias vasoconstrictoras, flujo
sanguineo y propiedades fisicoquimicas. Este ultimo es esencial, ya que a mayor liposolubilidad,
mayor potencia anestésica, mayor prolongacion del efecto y mayor tiempo en alcanzar la

concentracion maxima (Florez, 2014).

La adicion de un vasoconstrictor tiene como objetivo eliminar la vasodilatacién generada
por los anestésicos locales. La absorcion aumenta con la vascularizacion y disminuye en funcion
de la abundancia de grasa. Por otro lado, agregar un vasoconstrictor posee ciertas ventajas que
permiten una mejor accién del medicamento, entre ellas destacan la produccién de una absorcién

gradual, incremento de la duracién de accion del bloqueo, disminucion de los niveles
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plasmaticos y toxicidad producida y reduccion del sangrado en el campo operatorio (Velazquez,
2015).

También el lugar de aplicacion es determinante en la absorcion del medicamento, pues las
zonas mas vascularizadas como la mucosa bucal tienen una absorcion mas rapida y, por tanto,
concentraciones mayores en comparacion con zonas menos perfundidas como el tejido adiposo
(Fl6rez, 2014; Katzung et al., 2016).

Una caracteristica importante corresponde el grado de ionizacion, al depender del pH del
medio y del pKa del anestésico (Velazquez, 2015). La constante de disociacion de los
anestésicos locales influye en el periodo de latencia, por lo cual al aproximarse este valor al pH
del medio, hay mayor proporcion del farmaco en la forma no ionizada, por lo que su penetracion
a través de las membranas de los nervios es mas rapida. Al afiadir un agente basico, se
incrementa la proporcion no ionizada del anestésico, lo que acelera el inicio de accion (Florez,
2014).

Distribucion de los anestésicos locales.

La distribucion de los anestésicos locales depende especialmente de su coeficiente de
solubilidad y su grado de union a proteinas plasmaticas. Es decir, si existe un coeficiente de
solubilidad alto y una unién a proteinas bajo, el farmaco se puede distribuir con mayor facilidad
en los tejidos periféricos, pero presentar una menor concentracion plasmatica (Velazquez, 2015;
Mendoza, 2008).

Los anestésicos tipo amida se unen altamente a la proteinas plasmaticas, en especial a la
alfa 1-glucoproteina acida, de gran especificidad, pero poca capacidad; también se unen en
mayor medida a la albumina (Florez, 2014; Katzung et al., 2016). Estos farmacos pueden
atravesar la barrera hematoencefalica y placentaria por difusion simple, y es mayor cuando la
unién a proteinas plasmaticas es menor. Ademas, debido a esto, se encuentran restringidos en

estos pacientes (Velazquez, 2015; Mendoza, 2008).
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Metabolismo de los anestésicos locales.

El metabolismo de los anestésicos locales depende de su naturaleza quimica, ademas la
velocidad de este proceso corresponde a la funcion hepatica y flujo sanguineo hepatico. Como se
indico, los ésteres son metabolizados rapidamente por reacciones de hidrolisis realizadas por las
enzimas pseudocolinesterasas de plasma e higado. La velocidad de hidrolisis puede variar

dependiendo del farmaco, lo que puede cambiar la toxicidad y la velocidad de accién.

La ausencia o déficit de estas enzimas puede aumentar la duracion de accion y las
concentraciones plasmaticas (Flérez, 2014; Velazquez, 2015). Mientras que los tipos amida son
metabolizados por el microsoma hepatico, mediante reacciones de N-desalquilacion e hidrolisis
del citocromo P450 (Flérez, 2014; Katzung et al., 2016). EI metabolismo de este tipo de
anestésicos se encuentra disminuido en pacientes recién nacidos y en aquellos con enfermedad

hepatica, por lo que se requiere precaucion (Florez, 2014).

Excrecion de los anestésicos locales.

La excrecidon de los anestésicos locales se produce por via renal; los metabolitos y el
farmaco no metabolizado se eliminan por la orina, en su mayoria en forma de metabolitos
inactivos, aunque un pequefio porcentaje puede hacerlo de manera inalterada. Dicha excrecion
depende del pH urinario, se eliminan mejor a través de la orina acida y mas lentamente cuando la
orina es alcalina. La toxicidad se incrementa en la insuficiencia renal (Florez, 2014; Velazquez,
2015).

Dosis de los anestésicos locales

La dosis de los anestésicos locales depende del tipo y el uso clinico del anestésico. En el
caso de los ésteres, la procaina se puede usar con una concentracion 1 a 2 % para anestesia
infiltrativa, blogueos de nervios periféricos y anestesia epidural; la tetracaina al 2 % se puede
emplear para anestesia subaracnoidea. Por otro lado, la benzocaina se aplica a nivel superficial

para anestesia topica. En el caso de las amidas; la lidocaina, prilocaina, bupivacaina, etidocaina,
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ropivacaina y mas amidas presentan diferentes concentraciones, que abarcan desde el 0,5 al 5 %
que se utilizan para anestesia por infiltracion, anestesia regional intravenosa, bloqueos de nervios

periféricos, anestesia epidural o caudal, anestesia espinal y anestesia topica (Velazquez, 2015).

Kopf y Patel (2010) se cuestionan la dosis maxima de anestésicos locales en nifios. En su
guia para el manejo del dolor sugieren que la dosis de lidocaina para infiltraciones debe ser igual
o menor a 4 mg/kg sin epinefrina o0 7 mg/kg con epinefrina. La bupivacaina no debe exceder de 2
mg/kg/dia y 8 mg/kg/dia en concentraciones de 0.125 % y 0.25 % respectivamente para uso

epidural caudal.

Reacciones adversas de los anestésicos locales

La apariciéon de reacciones adversas debido al uso de anestésicos locales se produce
principalmente por la inyeccion intravascular accidental y por sobredosis. Estos efectos se
encuentran relacionados con sus niveles plasmaticos y se manifiestan principalmente en el

sistema nervioso central (SNC) y en el aparato cardiovascular (Velazquez, 2015).

Las reacciones alérgicas generadas por estos farmacos no ocurren con mucha frecuencia,
pero cuando suceden pueden tener localizacion dérmica o ser de caracter asmatico o anafilactico.
La hipersensibilidad puede ser cruzada entre moléculas relacionadas estructuralmente; puede

ocurrir irritacion y dafio tisular local, en especial a nivel muscular y neural (Florez, 2014).

Las altas concentraciones de anestésicos locales afectan principalmente al sistema
nervioso central. Dosis crecientes de los anestésicos locales pueden originar una serie de
sintomas neuroldgicos, entre ellos: aturdimiento y acufenos, inquietud y verborrea, dificultad
para pronunciar palabras, escalofrios, espasmos musculares y convulsiones generalizadas. Al
final, puede ocurrir una depresion en el SNC, que conlleva a hipotension, hipoxia y a un estado

de coma, que luego provoca paro respiratorio e inclusive la muerte (Florez, 2014).
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Toxicidad de los anestésicos locales

Las reacciones adversas de los anestésicos locales se encuentran ligadas a la toxicidad
que pueden presentar estos farmacos. Dicha toxicidad ocurre como consecuencia de la alta
concentracion plasmatica alcanzada; esto depende principalmente de la tasa de absorcion con
respecto a la tasa de eliminacion. Factores como la vascularizacion, los tejidos y otros factores
como el embarazo, el uso de anticonceptivos orales y los recién nacidos pueden incrementar la

toxicidad de estos farmacos (Flérez, 2014).

Las reacciones tdxicas pueden ser sistémicas, es decir en el SNC y a nivel cardiovascular;
locales o especificas de ciertos anestésicos. Ante estos efectos, el SNC es el mas vulnerable y
puede suceder una excitacion seguida de una depresion o una serie de reacciones como vertigos,
confusion, somnolencia, depresion del SNC con desaparicion de convulsiones, inconsciencia y

paro respiratorio (Velazquez, 2015).

A nivel cardiovascular se experimenta una serie de efectos en un orden especifico, los
cuales inician por depresion de la contractilidad, excitabilidad y velocidad de conduccion,
disminucion del volumen minuto, aparicién de hipotension de intensidad leve a moderada,
vasodilatacion periférica, seguido de una hipotension grave, bradicardia sinusal y finalmente

colapso cardiovascular (Velazquez, 2015).

Moron (2008) comenta que cuando los anestésicos del tipo amida se metabolizan a nivel
hepatico, forman metabolitos téxicos como la ortoluidina (residuo de la prilocaina), responsable
de producir metahemoglobinemia. El caracter lipofilico de los anestésicos locales les confiere la
facilidad de atravesar la barrera placentaria, produciendo hipotension, reduccion del gasto
cardiaco materno y, por tanto, disminucion del flujo sanguineo uterino y oxigeno fetal (Guerrero,
2001).

Segun Valencia y Garcia (2011), la administracion intravascular de los anestésicos
locales puede ocasionar efectos tdxicos agudos, los cuales tienden a ser mas severos y de corta

duracion que aquellos secundarios a la absorcion sistémica lenta. De esta manera, puede suceder
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toxicidad a nivel local o a nivel sistémico. A nivel local puede ocurrir miotoxicidad, en donde los
anestésicos locales pueden llegar a producir necrosis tisular en el sitio de administracion, sin
excluir dentro de las causas de esta complicacion el trauma y la hemorragia generados por la

administracion.

A nivel sistémico, se define la aparicion de toxicidad en el sistema nervioso central ya
que se observa un aumento de la concentracion de medicamento a nivel sérico, lo cual
incrementa el riesgo de toxicidad a nivel central. Al comienzo de estos efectos se observa un
efecto depresor sobre las vias inhibitorias mediadas por receptores GABA y efectos estimulantes
sobre receptores NMDA, lo que provoca agitacion, mareos, contracturas musculares, alteracion
en la percepcion de los sabores y otros efectos. Al aumentar la concentracion sérica, se bloquean
las vias excitatorias, produciendo depresion respiratoria y coma (Valencia y Garcia, 2011).

A nivel sistémico también se identifica toxicidad a nivel cardiovascular, en estos casos se
originan cambios hemodinamicos agudos, por lo que se presentan cambios en el sistema
circulatorio y nervioso central. La toxicidad cardiovascular sucede por dos mecanismos, uno en
donde es asociado con disfuncion de ganglio autonémico y el segundo como efecto sobre los
sistemas de conduccion miocardicos. Concentraciones toxicas de anestésicos locales cursan con
taquicardia, hipertension, luego hipotension y bradicardia, depresion miocardica y bajo gasto
cardiaco relacionado con arritmias (Valencia y Garcia, 2011).

La aparicidn de reacciones toxicas locales depende principalmente de la naturaleza del
anestésico, en especifico de la duracién de la accion, del solvente y de la concentracion de la
solucién. Debido a esto, se reportan lesiones neurotoxicas con déficit sensitivomotor prolongado
y lesiones en el musculo esquelético con elevacion de los niveles séricos de creatinfosfocinasa
(Veldzquez, 2015).

Prevencion de toxicidades de los anestésicos locales

La prevencidon de los efectos tdxicos de los anestésicos locales se puede llevar a cabo de

distintas maneras. El objetivo de estas acciones corresponde a disminuir la incidencia de
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aparicion de estos efectos y, por consiguiente, una mejor respuesta terapéutica. Una de estas
acciones es la prevencion de sobredosificacion, por lo que se deben tener en cuenta elementos
para el manejo adecuado de las vias aéreas y asi seleccionar el anestésico local adecuado, las
dosis y concentraciones éptimas, la técnica més favorable y el abordaje anatdmico adecuado
(Valencia y Garcia, 2011).

La respuesta temprana ante la aparicion de efectos toxicos también ayuda a reducir la
incidencia de estos efectos. La deteccion temprana de los sintomas incrementa la posibilidad de
éxito en el tratamiento; por lo tanto, ante la aparicibn minima de sintomas, se deben iniciar las
maniobras terapéuticas necesarias para evitar cualquier tipo de acontecimiento grave (Valencia y
Garcia, 2011).

Generalidades del espilantol

Descripcion botanica de la planta que sintetiza el espilantol

La Acmella oleracea, también conocida como Spilanthes acmella, es una planta
perteneciente al reino Plantae, del subreino Traqueobionta, superdivisién Spermatophyta,
division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, subclase Asteridae, orden Asterales, familia
Asteraceae, subfamilia Asteroideae, tribu Heliantheae, género Acmella, especie A. oleracea
(Jansen, 1985).

Los derivados de esta planta se utilizan en la medicina ayurveda para aliviar el dolor
asociado a molestias dentales, reumatismo, inflamacién, estomatitis e infecciones de encias y

garganta (Sharma, Boonrn, Chauhan, Thakur, De Spiegeleer y Dixit, 2011).

De acuerdo con el estudio de Chakraborty, Devi, Sanjebam, Khumbong y Thokchom
(2010), el extracto de la Acmella oleracea obtenido por técnica de soxhlet utilizando 60 gramos
de flores secas y pulverizadas con agua destilada como disolvente muestra presencia de
isobutilamidas, entre ellas la mas abundante es la llamada espilantol. La actividad

antinociceptiva se observa cuando el espilantol es aplicado intercutaneamente y absorbido a
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través de la piel, produciendo una anestesia del 70,36 % al 87,02 % en 5 minutos y siendo

comparada con la lidocaina al 2 %, la cual genera anestesia en un 97.22 % en 2 minutos.

Figura 2 llustracion de la Acmella oleracea
Fuente: Jansen, 1985

A. oleracea es una planta cultivada ampliamente a lo largo del planeta, estando presente
al norte de Estados Unidos, Haiti, India, Surafrica, Malasia y Suramérica. Por lo general es una
planta que crece en climas tropicales himedos. No se enraiza en nodos, por lo que no logra gran
alcance de extension territorial. Su floracion es anual, entre los meses de abril y julio (Jansen,
1985).

A. oleracea puede alcanzar una altura de 60 a 90 cm, de tallo rojizo, glabro, recto, de
entre 10 y 40 cm; tiene hojas verde olivo, sencillas, opuestas, ovaladas, con peciolos largos y
planos (figura 2) (Janzen, 1985). La inflorescencia es de cabezuelas amarillas o naranjas con una
mancha central castafia-rojiza, solitarias y con peddnculos de hasta 25 cm de largo. La semilla
necesita condiciones especiales de temperatura (21 °C) para alcanzar la germinacion (Jansen,
1985; Hind y Biggs, 2003).
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Usos tradicionales de la Acmella oleracea

La planta A. oleracea es muy popular en las comunidades antiguas de la India, Sudan,
Sumatra y Java, en donde se emplea frecuentemente como un ingrediente especial en las comidas
de actividades religiosas. Asimismo, la planta es muy utilizada como remedio folclérico en
dolores dentales y para infecciones de encias y garganta. Las tribus hindds usan distintas partes

de la planta para diferentes problemas (Dubey, Maity, Singh, Saraf y Saha, 2013).

Los habitantes de Tamil Nadu (India) utilizan las flores para dolores dentales y la raiz
como una pasta para tratar los problemas de garganta. La planta también se emplea como
estimulante para tratar la estomatitis y curar las heridas. Ademas es utilizada en el tratamiento de
reumatismo articular y en la tuberculosis. En la India, las flores son usadas para el tratamiento de

la tartamudez en nifios y en Bangladesh para tratar la leucorrea en mujeres (Dubey et al., 2013).

Principales metabolitos de la Acmella oleracea

Acmella oleracea es utilizada por muchas culturas principalmente como remedio para
molestias dentales. Esto se debe a sus metabolitos que presentan similitud con los anestésicos
locales tipo amida (Dubey et al., 2013). Las estructuras moleculares de la lidocaina y el

espilantol sefialan que la amida es el grupo funcional encargado del efecto anestésico (figura 3).
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Figura 3. Estructuras organicas bidimensionales de la lidocaina y el espilantol Fuente:

Fuente: Elaboracion propia con base en Moron, 2008

Los alcaloides son metabolitos secundarios derivados de aminoacidos, la amida del

espilantol es considerada un alcaloide de la Acmella oleracea. En su mayoria los alcaloides son
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sustancias psicoactivas que por su liposolubilidad pueden atravesar la barrera hematoencefalica
(McMurry, 2008).

El espilantol es una isobutilamida, la cual posee varias bioactividades, desde proteger las
plantas hasta ser agonista antibacteriano, antifungico y analgésico. Esta molécula corresponde a
un compuesto anfipatico, respondiente a un extremo polar, en este caso un grupo amida y un
grupo acilo menos polar. Estas partes de la molécula son las responsables de la actividad
analgésica y de causar la salivacion. Otras caracteristicas fisicoquimicas son un color amarillo
leve, punto de fusion de 23 °C, punto de ebullicion de 165 °C y una maxima absorcion en el UV
de 228.5 nm (Barbosa, Carvalho, Veronesi y Sabaa-Sur, 2015).

La molécula del espilantol provee de un sabor amargo a la planta, estimula la salivacion
y, debido a su sabor, puede producir astringencia local y efectos anestésicos. Se reportd que las
flores y la raiz de A. oleracea corresponden a una fuente rica de metabolitos y triperpenos con

importancia farmacoldgica (Dubey et al., 2013).

Un estudio realizado por Espada, Ferrer, Batista, Bandera y Almeida (2016) revela que la
mayoria de metabolitos secundarios presentes en hojas y flores de S. acmella son solubles en
agua, entre ellos alcaloides, saponinas, tanitos, triterpenos, cumarinas y poliurédinos. Sin
embargo, dependiendo del solvente utilizado, se pueden obtener sustancias mas lipofilicas;
empleando un extracto con éter se logran pruebas de identificacién positivas para aceites

esenciales y flavonoides.

Actividad biolégica de los metabolitos productos por Acmella oleracea

A. oleracea es una planta con gran potencial farmacoldgico, desde sus empleos
etnoculturales hasta sus mas recientes estudios demuestran gran variabilidad de actividad
bioldgica. Este trabajo se enfoca a la actividad de anestésica local; no obstante, la bioactividad de
la planta contempla efectos antipiréticos, analgésicos, antiinflamatorios, antifungicos, diuréticos,
vasorrelajantes, inhibitorios de la lipasa pancreatica, larvicidas, afrodisiacos,

inmunomodulatorios y antinociceptivos (tabla 2) (Dubey et al., 2013).



Tabla 2. Acciones farmacologicas de la Acmella oleracea

Actividad biologica

Accion farmacoldgica

Antipiréticos, analgésicos,

antiinflamatorios

La actividad antipirética esta ligada a los flavonoides, mediada
por la ciclooxigenasa y lipooxigenasa. Estas mismas enzimas
estan asociadas al mecanismo de accion de la mayoria de los

AINEs por medio de la inhibicién de prostaglandinas.

Antifangicos

Se demuestra que un extracto de Spilanthes acmella puede
inhibir 4 cepas distintas de hongos, entre ellas Aspergillus
niger, Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum 'y

Fusarium moniliform.

Diuréticos

La diuresis inducida por la planta se demuestra por el
incremento de los niveles de sodio y potasio presentes en

muestras de orina después de su ingestion.

Vasorrelajantes

El efecto vasorrelajante surge por la estimulacion del 6xido
nitrico en el endotelio de manera dosis dependiente. Este

efecto ocurre utilizando un extracto de las hojas.

Larvicida

Las dosis bajas del extracto de la planta demuestran
efectividad contra huevos y pupas del género Anopheles,
mosquitos responsables de la propagacion de la malaria. Los
investigadores sugieren que la actividad esta mediada por un

proceso de histdlisis en las larvas.

Afrodisiaco

Un extracto de planta probada en ratos machos muestra un
incremento en la frecuencia eyaculatoria de manera dosis
dependiente. Dosis de 150 mg/kg por 28 dias administradas
por via oral incrementan los niveles séricos de testosterona de

los ratones.

Inmunomodulador

Extractos de hexano y cloroformo de la planta producen
estimulacion de macrofagos, menor actividad de la éxido
nitrico sintasa y ciclooxigenasa 2, ademas de menos

produccion de citoquinas.

Fuente: Elaboracion propia con base en Dubey et al., 2013
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El espilantol posee actividad anestésica local, la cual se debe principalmente a la
presencia de alcamidas en la planta, pero al compararlo con la xilocaina, la accion terapéutica
ocurre a una velocidad menor. Al ser evaluados en modelos animales, la accion anestésica local
de esta molécula se produce a través del bloqueo de canales de sodio; algunos anestésicos locales

actuan de forma similar al presentar amidas (Prachayasittikul et al., 2013).

La actividad antinociceptiva del espilantol puede ocurrir debido a la activacion de
sistemas opioides, serotoninérgicos y GABAérgicos al administrar una dosis dependiente del
epilantol. Por otro lado, ademas de tener un efecto antonociceptivo, se observa en animales que
puede modificar la ansiedad. A nivel antiinflamatorio, se determina que el espilantol puede
inhibir la produccién de éxido nitrico sintasa, asi como la de ciclooxigenasa-2, por lo que
disminuye la inflamacion (Barbosa et al., 2015).

El espilantol inhibe la actividad del citocromo P450, 1A1/2, 2D6 y 3A4, por lo que
intervienen en el metabolismo de ciertos medicamentos y pueden inducir a interacciones entre
los medicamentos y la planta. La inhibicion de citocromo CYP 1A1l/2 se asocia con una
disminucion del riesgo carcinogénico. No obstante, estos resultados conducen a una precaucion
en el uso de esta planta, ya que pueden ocurrir peligros clinicos por su consumo a largo plazo
(Barbosa et al., 2015).

La actividad antiinflamatoria del espilantol se debe principalmente a la inhibicién dual de
la ciclooxigenasa y lipooxigenasa debido a la similitud con la estructura del &cido araquiddnico,
en donde este Gltimo es un precursor de la sintesis de la prostaglandinas y leucotrienos. La
accion antiinflamatoria del espilantol sucede por los flavonoides presentes en la planta y en la
fase tardia de la inflamacién, por medio de la inhibicion de la ciclooxigenasa (Prachayasittikul et
al., 2013).

La accion analgésica de la planta se debe en principio a los flavonoides, los cuales
reducen la aparicion de prostaglandinas, PGE2 y PGF2, que estan involucrados en la percepcion
del dolor. Por otro lado, en el extracto frio de las flores de la planta se identifica actividad contra

el dolor persistente y actividad hiperalgésica; el mecanismo de accion de estas actividades
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sucede en especial por la inhibicién de las prostaglandinas debido al extracto del espilantol
(Prachayasittikul et al., 2013).

El espilantol tiene actividad antimicrobiana, a partir de analisis se comprueba que
presenta acciones contra la Klebsiella pneumoniae, las cuales son mayores comparadas a la
doxiciclina. Estudios indican que esta actividad se debe a la existencia de flavonoides, taninos y
otros fitoquimicos que son antimicrobianos conocidos. Asimismo, muestra actividad contra el

Streptococcus pyogenes y Corynebacterium diphteriae (Prachayasittikul et al., 2013).

También se evalla la actividad antibacteriana que posee esta planta a nivel oral contra las
bacterias Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans. Destaca que el tallo de la planta
contiene metabolitos secundarios, como flavonoides, cumarinas y taninos, ademas del espilantol,
que son los responsables de actuar contra estas bacterias (Fragoso, Manzur, Dias y Herrera,
2016).

Por otra parte, la extracciéon del espilantol y alcamida acetilénica muestra ser un agente
que actla contra la malaria al presentar actividad contra dos cepas del Plasmodium falciparum.
Entre ambos fitoquimicos, el espilantol tiene mayor actividad contra esta enfermedad, por lo que

es un agente importante en la prevencion de la misma (Prachayasittikul et al., 2013).

Igualmente se establece que el extracto de A. oleracea tiene actividad antioxidante en las
flores, las cuales poseen la mayor actividad antioxidante por la captacion de radicales libres. La
actividad antioxidante de esta planta ocurre por la presencia de compuestos cumarinicos y
fendlicos que actian en la captacion de radicales hidroxilos y radicales superoxidos
(Mallikarjuna, et al., 2012).

Asimismo, en la planta se identifica actividad diurética debida en principio a la existencia
de taninos, esteroides y carotenoides en sus hojas, mientras que sus flores poseen alcaloides que
les confieren actividad similar a los diuréticos del asa (Prachayasittikul et al., 2013). Esta
actividad diurética es potente, similar a la de la furosemida con aumentos marcados de sodio y

potasio urinario. Por ende, el uso de esta planta puede ser de un agente terapéutico natural no
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toxico para este tratamiento. Ademas se determina que la accion ocurre con rapidez, pero se

mantiene por un tiempo prolongado (Dubey et al., 2013).

La extraccion de las hojas de la planta muestra una gran actividad inmunomoduladora al
aumentar el conteo de macréfagos con un nimero maximo de células al 15° dia de tratamiento.
Las hojas tienen distintos compuestos como alcamidas, amidas picantes, carbohidratos, taninos,
esteroides, carotenoides, aceites esenciales, sesquiterpenos y aminoacidos responsables de la
accion. Por otro lado, el espilantol muestra estimulacion inmunoldgica y atenuacién de la
respuesta inflamatoria en macréfagos. También, diferentes alcamidas se consumen para mejorar
la respuesta inmune, como en resfrios, infecciones respiratorias e influenza (Prachayasittikul et
al., 2013).

Toxicidad del espilantol

La toxicidad de la planta es evaluada solo en animales. Las pruebas en animales ayudan a
determinar los niveles de toxicidad en estos y los resultados pueden ser utilizados como datos
bésicos para la toxicidad en animales mas grandes, asi como en regulaciones de contaminacion
ambiental. A partir de estudios se establece que una concentracién de 20 % en el embrién de un
pez cebra no posee efectos letales ni toxicos, por lo que un extracto de esta planta con una
concentracion de 0,01 a 1 % puede ser utilizada en animales sin peligros letales (Dubey et al.,
2013).

Como agente insecticida, se observa que el espilantol es toxico en distintas especies de
insectos. Por la presencia de alcamidas, sesquiterpenoides y saponinas, la planta tiene
propiedades insecticidas que son activos ante ciertos mosquitos, particularmente ante la larva del
Aedes aegypti (Dubey et al., 2013) y otras especies de mosquitos del género Anopheles,

portadores del Plasmodium en la enfermedad de malaria (Barbosa et al., 2015).
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Generalidades del receptor TRPV1

Descripcion del receptor

En 1997 se describe la participacion de una proteina transmembrana llamada Transient
Receptor Potencial (TRP) por sus siglas en inglés o receptores de potencial transitorios, en la
transduccion del estimulo nocivo del dolor y pertenece al complejo de la superfamilia de canales

i6nicos regulados por ligandos (Caterina, Schumacher, Tominaga, Rosen, Levine y Julius, 1997).

De forma general, estas proteinas son canales cationicos, no selectivos, permeables al
calcio y con poca sensibilidad al potencial de membrana. Por consiguiente, su activacion esta
desencadenada por el estimulo fisico, mecénico, quimico y de ligandos enddgenos y exgenos
(Nilius y Owsianik, 2011). Ademéas hay una amplia distribucion tisular, incluyendo musculo
esquelético, liso, cardiaco, células inmunes, epitelio y neuronas. Por otro lado, tiene una
importante participacion fisiologia como mediadores de funciones celulares, entre ellas la
iniciacion del dolor, termorregulacion, secrecion salival, inflamacion, regulacion cardiovascular,

tono del musculo liso y homeostasis del calcio y magnesio (Vassort y Fauconnier, 2008).

Clasificacion y tipos de receptores

Desde el 2002, la Union Internacional de Farmacologia Bésica y Clinica denomina una
nomenclatura internacional para toda la superfamilia de canales i6nicos TRP, la cual se
subdivide en siete subfamilias, establecidas por las similitudes estructurales de la secuencia
proteica en la cadena de aminoacidos y/o en la accion de los ligandos enddgenos. Segun los

receptores involucrados, se describen varios tipos de receptores (tabla 3) (Martinez et al., 2015).
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Tabla 3. Clasificacion de los receptores TRP

Nombre Abreviacion Receptores involucrados
Canonico o clésico TRPC C1/C4/C5, C3/C6/C7,y C2
Melastatina TRPM M1/M3, M7/M6, M2/M8, y
M4/M5
Vaniloide TRPV V1/NV2/N3IV4 y V5/V6
Ankirina TRPA Al
Policistina TRPP P1, P2yP3
Mucolipina TRPML ML1, ML2 y ML3

Fuente: Elaboracion propia con base en Martinez et al., 2015

Todas las proteinas de esta superfamilia son complejas y presentan similitudes en los
segmentos de transmembrana (S1 a S6), una region que forma un poro entre los segmentos S5 y
S6 vy las terminales carboxilo y amino intracelulares. Los miembros de la subfamilia V' y A se
expresan en las neuronas somatosensoriales de los ganglios del trigémino. Particularmente el
canal catibnico TRPAL desempefia un papel en la generacion y mantenimiento del dolor
inflamatorio; mientras que el TRPV1 funciona como transductor térmico en el cuerpo y es

activado por mediadores inflamatorios o estimulos dafiinos en el tejido (Gualdani et al., 2015).

Esta investigacion se centra en el estudio del receptor TRPV1, el cual se identifica como
un modulador de los estimulos térmicos en condiciones de temperaturas extremas, por lo tanto se
denomina como un termosensor. Esta caracteristica también se aprecia en la sensacion de ardor

del chile picante o en la sensacion fria del mentol (Gualdani et al., 2015).

El receptor TRPV1 consiste en un canal cationico localizado en fibras nociceptivas
periféricas y en areas involucradas en la nocicepciéon en el sistema nervioso central (SNC)
(Karlsten, 2017). Este receptor es expresado en tejidos con puertos de entrada, como por
ejemplo, la piel, conjuntiva y vias respiratorias, asimismo en células con caracteristicas similares.
En el SNC se encuentran las neuronas motoras de la médula espinal, cerebelo e hipocampo,
ademés de las células de este sistema que se relacionan con la inflamacion y la

neurodegeneracién (Veronesi y Oortgiesen, 2006).
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Las estructuras analizadas por el método de microscopia electronica del complejo de
proteinas TRP se estudian ampliamente en diferentes miembros de la superfamilia, entre ellas se
encuentran TRPV2, TRPV6, TRPALl y TRPA2. El interés de este trabajo de investigacion es
estudiar la macromolécula TRPV1 de la especie Rattus norvegicus. Por esta razon, se realizan
busquedas en la base de datos de proteinas Protein Data Bank y se elige la 5IRX debido a la
resolucion de la estructura (spacing de 2.9 A) y a las publicaciones cientificas que respaldan su

importancia (Gao, Cao, Julius y Cheng, 2016).

Figura 4. Estructura de la TRPV1 de Rattus norvegicus
Fuente: Protein Data Bank, 2017

Mecanismo de accion analgésico del receptor TRPV1

El receptor TRPV1 es activado por una gran diversidad de estimulos mecénicos,
quimicos y térmicos que dafian la piel, como la capsaicina (compuesto del grupo vanilloide
presente en el chile picante), las temperaturas superiores a los 45 °C, los cambios de presion y
osmolaridad, las depleciones en los depositos intracelulares de calcio y los distintos agentes
enddgenos como la anandamida, bradicinina y lipooxidasas; la activacion ocurre a través de
segundos mensajeros como proteinas G, fosfolipasas C y proteina cinasa C (Martinez et al.,
2015).
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Por otro lado, este receptor también es activado por pH acido, estados 6xido reduccion
intracelular y cargas electrostaticas y genera una apertura de canales ionicos permeables a
cationes como el calcio; produciendo una despolarizacién de membrana en el axén nociceptivo
(Veronesi y Oortgiese, 2006; Karlsten, 2017).

Lo anterior describe la fase 1 de activacién del receptor, conocida como fase de
excitacion, mientras que la segunda fase o fase de analgesia ocurre seguidamente por una
disminucion de pronociceptores, como la sustancia P; explicando efectos adversos, entre ellos
prurito, quemazoén, vasodilatacion cutanea e hiperalgeia al calor (Martinez et al., 2015). Los
estimulos parecen alterar la conformacion y estabilidad de proteinas del receptor a través de
residuos de aminoacidos, lo cual resulta en una afluencia de iones e interrupciones de la puerta

estructural (Veronesi y Oortgiese, 2006).

Mecanismo de accion anestésico del receptor TRPV1

Leffer et al. (2008) afirman que la lidocaina activa los receptores TRPV1, al ser un
receptor polimodal, esto significa que por diversos medios se sensibiliza, también los irritantes
quimicos como vanilloides, protones, etanol, alcanfor y poliaminas lo activan. Estudios en ratas
demuestran que la lidocaina induce un aumento de calcio en el ganglio de la raiz dorsal, casi en
las mismas células que actla la capsaicina. Asi bien, los autores afirman que otros anestésicos
locales (mepivacaina, bupivacaina, procaina y tetracaina) activan el canal transitorio de la
proteina TRPV1 por un aumento en las concentraciones de iones de calcio, lo cual explica el
dolor similar al ardor producido por la inyeccion subcutanea o intradérmica. Ademas, el pH bajo
en la soluciones inyectables contribuyen al dolor por el estimulo &cido del receptor, el cual
desaparece por el blogueo de la conduccién neural del anestésico local.

Efectos termonociceptivos del receptor TRPV1

Segun Veronesi y Oortgiese (2006), la sensibilidad de este receptor a multiples factores
fisicoquimicos, como la temperatura y acidez, y su distribucion abundante sobre el cerebro y

otros dérganos en sistemas periféricos sugieren que es la clave de la inflamacion asociada a
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quimicos ambientales. El rol que juega este receptor en la iniciacion y modulacién de la
inflamacién neurogenica propone factores que influyen en la expresion funcional, también
pueden influenciar la respuesta del organismo a xenobidticos inflamatorios. Un determinante de
esto es la genética pues explica las diferencias individuales de acuerdo a las toxicidades
respiratorias y enfermedades relacionadas con la exposicion quimica (Veronesi y Oortgiese,
2006).

Uno de los efectos que produce este receptor corresponde a la modificacion de
temperatura corporal, ya que puede causar hipotermia o hipertermia al ser estimulado.
Dependiendo del objetivo que se requiera, este efecto puede corresponder a un efecto positivo o
a un efecto adverso que puede cambiar el curso del tratamiento. Un agente antagonista de este
receptor puede provocar hipertermia que puede ser un efecto adverso no deseado, mientras que
un agente agonista puede generar un estado de hipotermia que puede ocasionar efectos positivos

en determinados pacientes (Muzzi, et al., 2012; Gomtsyan, et al., 2015).

Sin embargo, el efecto hipotérmico del receptor se correlaciona con proteccion
isquémica, por lo que sugiere que este efecto puede ser usado para aplicaciones farmacoldgicas
especificas. De esta manera, la termorregulacion se debe a la modulacién de receptores fuera de
la barrera hematoencefalica, por lo que puede ser un efecto positivo en el tratamiento de distintas
condiciones (Muzzi et al., 2012).

Generalidades del cribado virtual

Descripcion del cribado virtual o screening virtual

El proceso de descubrimiento de una nueva droga se inicia porque existe un deseo o0 una
condicion clinica que no posee los medicamentos adecuados para su tratamiento, lo que motiva a
la investigacion de un producto apropiado. La investigacion inicial genera informacion para
desarrollar una hipotesis en donde la activacion o inhibicion de una proteina origina un efecto
terapéutico en una enfermedad o condicién especifica (Hughes Rees, Kalindjian y Philpott,
2010).
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Con el pasar de los afios, el avance tecnologico de la quimica combinatoria permite
desarrollar procesos de descubrimiento de medicamentos de una manera mas eficiente, creando
importantes bases de datos con bibliotecas de proteinas y enzimas bioldgicas para una
visualizacion mas acertada y acelerada del ambiente fisioldgico, por el cual un farmaco puede ser
sometido durante su acople molecular con una determinada diana. También la investigacion y
desarrollo son beneficiados por los métodos in silico empleados en la actualidad, ya que hay un
simplificacion de las fases investigativas, ahorro de recursos y riesgos de fallo durante el proceso
de innovacion de medicamentos (Ou-Yang et al., 2012).

El uso de técnicas computacionales para el desarrollo y disefio de farmacos alcanza un
rango muy amplio para el control, andlisis, identificacion y optimizacion de los compuestos en
estudio; generando resultados evaluativos de potenciales candidatos para el uso farmacéutico.
Ou-Yang et al. (2012) definen este como Computer-aided drug design o CADD por sus siglas en
inglés. A continuacion Kar y Roy (2013) exponen por medio de la figura 5 la representacion mas
comun de la practica del descubrimiento de medicamentos durante el proceso de screening

virtual.
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Figura 5. Clasificacion de los disefios moleculares
Fuente: Kar y Roy, 2013

La clasificacion del disefio molecular se puede estudiar con base en su estructura, su
interaccion con el ligando y sus secuencias. Los primeros, por ejemplo, se basan en el
acoplamiento molecular o docking y disefio de nuevas drogas, los cuales se obtienen
principalmente de estructuras cristalinas, informacion recopilada por resonancia magnética

nuclear, rayos X y homologia en los modelos (Ou-Yang et al., 2012).

Por otro lado, el disefio basado en la interaccion del ligando es funcional cuando no hay
estructuras tridimensionales que se puedan utilizar como dianas. En este método se mencionan
las relaciones estructura-actividad cuantitativa (QSAR), el analisis del campo molecular, el
disefio y buasqueda de farmacoforos y la similitud bidimensional y tridimensional; estos
parametros originan informacion acerca de la naturaleza fisicoquimica de las interacciones, lo

que permite la prediccion y optimizacion en el proceso de desarrollo.

Asimismo, el disefio basado en la secuencia se utiliza como herramienta en situaciones

donde no se cuenta ni con la estructura del receptor ni con informacién del ligando. Por
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consiguiente, el analisis y la comparacion de las secuencias proteicas son Utiles para la

identificacion de potenciales dianas (Ou-Yang et al., 2012).

Scoring o puntuacién del acople molecular

Uno de los pasos que se siguen en el desarrollo de moléculas corresponde al scoring, el
cual es una funcién que se utiliza para aproximar la energia libre de union entre la proteina y el
ligando en cada posicién del docking, es decir, evalla la calidad de posiciones del docking. La
funcidon de scoring se basa en la afinidad de unién de una molécula con su receptor y se

representa como la suma de los términos independientes.

Por lo tanto, cada ligando tiene un algoritmo del docking que produce usualmente un gran
numero de soluciones. Lo primero que realiza el scoring es clasificar las soluciones de acuerdo a
su calidad, o sea, el que presente las mejores caracteristicas. Lo segundo que lleva a cabo
consiste en acomodar los resultados del docking a partir de las afinidades relativas de union de
diferentes ligandos. La funcion para clasificar las posiciones de cada ligando puede ser distinta a

la que se usa para clasificar ligandos (Tuccinardi, 2009).

Estas funciones se clasifican en fisicas, empiricas o basadas en el conocimiento. El
scoring fisico se basa en los campos de fuerza y la afinidad de union es estimada por la suma de
las fuerzas electrostaticas y las fuerzas de Van der Waals. El scoring empirico se basa en las
propiedades fisicas de la unién, como los puentes de hidrégeno, contactos hidrofobicos y
cambios entropicos. Mientras que el scoring basado en conocimiento previo se caracteriza por
andlisis estadistico de estructuras complejas determinadas experimentalmente (Tuccinardi,
2009).

Desarrollo de moléculas hits y leads

Para iniciar el proceso del descubrimiento de un nuevo farmaco, se identifica un objetivo,
el cual requiere de estudios previos antes de continuar con la fase de descubrimiento de un lead.

El objetivo corresponde a un término que se aplica a distintas formas biolégicas que pueden
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incluir, por ejemplo, proteinas y genes. Para ser considerado un objetivo factible, tiene que
cumplir ciertos aspectos; algunos de ellos son que debe ser eficaz, seguro, poseer necesidades

clinicas y comerciales, pero sobre todo que sea viable a un acople molecular.

Un objetivo macromolecular quiere decir que es accesible a molécula de la droga, el cual
al unirse genera una respuesta bioldgica que puede ser medida. En la identificacion del objetivo,
se procede a validar su actividad y determinar su modulacién en pacientes enfermos (Hughes et
al., 2010).

Posteriormente, se prosigue a identificar el hit por medio de diversos ensayos para
distinguir moléculas hit. Uno de estos ensayos es la proyeccion de alto impacto (HTS, por sus
siglas en inglés), el cual implica la deteccion de toda la libreria de compuestos contra el objetivo
identificado. La meta de este ensayo, y otros similares, consiste principalmente en distinguir
moléculas que interactdan con el objetivo, y asi tener una libreria de hits potenciales a ser leads
(Hughes et al., 2010).

Una vez obtenida la serie de hits, se optimizan para producir compuestos mas potentes y
selectivos que posean propiedades farmacocinéticas adecuadas y, de esta manera, examinar su
eficacia en distintos modelos, conocidos como leads. Las moléculas que no cumplen con los
criterios deseados, se descartan y las que si los cumplen se consideran para efectuar mas ensayos

con el fin de lograr su optimizacion.

Dichos criterios abarcan la potencia y selectividad del objetivo, ademas de caracteristicas
fisicoquimicas y los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion. En estos
ensayos se determina la actividad de las moléculas en el objetivo identificado, asi como la
solubilidad y la permeabilidad de la molécula para poder actuar adecuadamente en los pacientes
(Hughes et al., 2010).

Luego, se prosigue con el descubrimiento del lead, en donde una molécula lead
corresponde a un compuesto 0 una serie de compuestos que poseen actividad y selectividad

probada de forma virtual, y cumple con ciertos criterios de desarrollo de farmacos como, por
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ejemplo, originalidad, patentabilidad y accesibilidad, por métodos como extraccion o sintesis
(Blanco, 2017).

Una vez determinado el lead o la serie de leads, se prosigue a optimizarlos para mantener
propiedades favorables mientras se mejoran las deficiencias en dicho compuesto. Los
compuestos que se encuentran en esta fase cumplen los objetivos iniciales de la optimizacion y
estan listos para la Gltima caracterizacion antes de ser declarados candidatos preclinicos (Hughes
et al., 2010).

Seguidamente, cuando no demuestre tener toxicidad en modelos celulares y animales, se
convierte en un candidato clinico. Por ultimo, si este lead cumple con los criterios de seguridad y
eficacia en humanos y supera las limitaciones de comercializacion, se convierte en una nueva

entidad farmacoldgica (Blanco, 2017).

Acoplamiento molecular (docking) basado en screening virtual

El cribado virtual fundamentado en el acoplamiento molecular o docking es una de las
técnicas mas utilizadas en los métodos de disefio basado en estructura. Se rige en principio por la
precision del acople, por la precision de puntuacion o scoring y por la eficiencia computacional.
Los procesos de optimizacion en los programas de docking virtual tienen el Gnico objetivo de
mejorar la energia de union, la complementariedad estructural o la complementariedad quimica
(Kar y Roy, 2013)

El docking se divide en los subtipos basados en la busqueda de métodos y en los basados
en las funciones de scoring a través de algoritmos. A la vez, los basados en la busqueda de
métodos se clasifican en el método de Monte Carlo y el algoritmo genético. EI método de Monte
Carlo es uno de los procedimientos de simulacion mas utilizados y reconocidos y consiste en la
generacion de estados conformacionales de baja energia. El sistema realiza movimientos
aleatorios fundamentados en la probabilidad de Boltzmann con el proposito de aceptar o rechazar

cada conformacion. EI movimiento aleatorio del ligando permite la busqueda local del espacio,
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tomando en cuenta la condicion del sistema, por lo tanto, en una disminucion de la temperatura

también hay una disminucion de la energia.

Por otro lado, el método del algoritmo genético es una técnica adaptiva basada en las
ideas evolutivas de seleccion y genética, haciendo uso de poblaciones que presentan mutaciones
y transformaciones cruzadas. El algoritmo mantiene una presion selectiva dirigiéndose a una
solucion Optima, viéndose un intercambio de informacion aleatorio para la exploracion del

espacio de bdsqueda (Kar y Roy, 2013).

Existen programas de acoplamiento molecular que se emplean para posicionar distintas
moléculas pequefias dentro de una representacién tridimensional de la estructura de la proteina.
Por lo que se desarrollan varios programas para permitir la generacion de diferentes
conformaciones de ligandos como parte del proceso de acoplamiento. Algunos de estos
programas corresponden a DOCK, AutoDock, FlexX, Hammerhead, GOLD, Darwin, entre otros
(Cruz, 2015; Patrick, 2013).

El programa DOCK utiliza un método donde un algoritmo identifica enlaces rotables
presentes en un ligando, posibilitando determinar regiones rigidas y flexibles. Seguidamente, la
molécula es dividida en componentes moleculares. El fragmento mas rigido se define como el

anclaje y se encuentra acoplado por complementariedad de forma (Patrick, 2013).

Propiedades fisicoquimicas utilizadas como descriptores moleculares

El uso de propiedades quimicas para predecir las caracteristicas de un farmaco se
fundamenta en los descriptores moleculares mediante filtros o reglas con criterios
preestablecidos que limitan en rangos aceptables las propiedades fisicoquimicas de las moléculas
candidatas a farmacos (tabla 4) (Tian, Wang, Li, Li, Xu y Hou, 2015). El objetivo de estas reglas
consiste en filtrar moléculas con problemas de absorcidon potenciales. No obstante, estas reglas
no proveen un estimado de la absorcion del compuesto o sobre el mecanismo de transporte
(Georges, 2011).
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En el proceso de seleccion de moléculas por descriptores moleculares se desarrollan los
conceptos de drug-likeness y lead likeness. EI término drug-likeness (similar a drogas conocidas)
ayuda a definir mejor las caracteristicas estructurales o propiedades moleculares de una
biblioteca de moléculas. También descarta moléculas que posean baja probabilidad de
biodisponibilidad oral. Mientras el concepto de lead-likeness ayuda a racionalizar los criterios de

seleccion de leads (Georges, 2011).

Lead-likeness quiere decir similar a leads conocidos y corresponde a una guia tactica que
permite seleccionar un punto de inicio para la optimizacién quimica que ofrece la mejor opcion
de desarrollar moléculas similares a las drogas al final del proceso de descubrimiento. Existen
caracteristicas moleculares que se conoce causan toxicidad, falta de biodisponibilidad u otros
efectos no deseados. Para evitar estas situaciones, se definen una serie de filtros que se aplican a
librerias de moléculas con el objetivo de eliminar estas caracteristicas y tener moléculas con las

propiedades adecuadas para ser utilizadas (Georges, 2011).

Tabla 4. Definicion de los descriptores moleculares

La regla de los cinco de Lipinski estudia el peso molecular, el logP y
la capacidad de donar o aceptar hidrogenos. En su estudio establece
Lipinski que cerca del 90 % de los farmacos cumplen este criterio y se utiliza
en la eleccion y prediccion de la absorcion por via oral (Lipinski
Lombardo, Dominy y Feeney, 2001).

El filtro de Ghose estudia el cumplimento del LogP, el peso
molecular, la refractividad molar y el niamero total de &tomos. Ghose
Ghose en este filtro define rangos preferibles para estos parametros
fisicoquimicos, lo cual hace més restrictivo los criterios de aceptacion
(Ghose, Viswanadhan y Wendoloski, 1999).

Muegge estudia el peso molecular, la cantidad de anillos, los 4&tomos
de carbono, el logP, los aceptores y donares de hidrogeno, los enlaces
Muegge rotables y el &rea polar superficial. Este Gltimo es incluido como
contraparte del LogP, ya que se define como la suma de los atomos
polares en la superficie de la molécula (Muegge, 2003).

El filtro Veber sugiere que es de importancia analizar la
biodisponibilidad oral de un medicamento independientemente a la
Veber masa molecular. Asi, incluye en su filtro los enlaces rotables, el area
polar superficial y los donares o aceptores de hidrégeno (Veber,
Johnson, Cheng, Smith, Ward y Kopple, 2002).

Para predecir la biodisponibilidad oral de un farmaco, es necesario que

Biodisponibilidad cumpla con los rangos dados por Chemaxon (2015) en cuanto a la
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masa molecular, el logP, los enlaces rotables, el &rea polar superficial,
los anillos aromaticos y los donares y aceptores de hidrogeno.

Por altimo, Oprea, Davis, Teague y Leeson (2001) sugieren que los
prototipos de farmacos deben mostrar similitud estructural a
medicamentos ya aprobados, asi como ser susceptibles a un proceso
Lead likiness de optimizacion, contemplando buenas caracteristicas del sistema
ADME. En este filtro se incluyen la masa molecular, el logP, la
cantidad de anillos, los enlaces rotables y los donares y aceptores de
hidrogeno.

Fuente: Elaboracién propia

Indicadores del acople molecular: energia libre de Gibbs

La energia libre de Gibbs es la energia de un sistema que puede convertirse libremente en
trabajo Util a temperatura y presion constante. Para cualquier reaccion quimica a temperatura y
presion constante, la variacion de la energia libre es directamente proporcional a la diferencia
entre la energia libre de los productos menos la de los reactivos. En un sistema no aislado, para
que un proceso ocurra de forma esponténea, la energia libre de Gibbs disminuye, por lo que
puede realizar trabajo atil (Bottani, Odetti, Pliego y Villarealm 2006; Ayensa, 2017).

Asimismo, para que un proceso sea espontaneo debe ir acompafiado de una disminucién
de la energia libre. Cuando en un proceso, a presion y temperatura constantes, la energia libre
permanece constante, el sistema esta en equilibrio. En el caso de cualquier proceso donde la

energia libre aumenta, se dice que es un proceso forzado (Bottani et al., 2006).

La energia libre de Gibbs se puede utilizar como un pardmetro para describir la
interaccion de los patrones de unién entre la molécula y el objetivo. Por medio de este parametro
se mide la magnitud y describe la probabilidad de la ocurrencia de los procesos bioldgicos. De
esta manera, un evento de unidon que sucede con una energia libre negativa, ocurre
espontaneamente. No obstante, si se obtiene una energia libre positiva, la unién no se presenta de
forma espontanea, pero requiere de energia para que suceda la interaccién (Garbett y Chaires,
2012).



64

La energia libre de Gibbs también se encuentra acompafada de cambios estructurales ya
sea en el compuesto 0 en la enzima. Esto provee un medio para definir las contribuciones
energéticas de tipos especificos de interacciones entre grupos de la enzima y funcionalidades en

los compuestos a la interaccion global de enlace (Copeland, 2013).
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CAPITULO 3. MARCO METODOLOGICO

Este apartado abarca los métodos y procedimientos por utilizar durante la elaboracion del
trabajo de investigacion, que emplea técnicas de ensayos in silico. Ademéas se presenta el
enfoque y disefio de investigacion, los instrumentos requeridos para la recopilacion y analisis de

datos, las distintas variables por evaluar en la creacion de la biblioteca y el acople molecular.

Enfoque

Este trabajo de investigacion tiene un enfoque cuantitativo, al caracterizarse por el
analisis y tratamiento de datos e informacion de las distintas propiedades fisicoquimicas del
espilantol y los derivados moleculares de este. Asimismo, busca estudiar los resultados del
anclaje o acople molecular entre el receptor TRPV1 y los derivados moleculares.

Disefio

Hernandez, Ferndndez y Baptista (2014) comentan que el enfoque cuantitativo debe
contener un disefio de investigacion que permita visualizar la informacion mas actual de manera
practica y confiable para responder preguntas, cumplir objetivos propuestos y someter las

hipotesis a prueba.

La investigacion también posee caracteristicas de un disefio transeccional descriptivo,
debido a que pretende clasificar y describir las propiedades moleculares de los derivados del
espilantol, el impacto fisicoquimico en el acomodo espacial del receptor involucrado y los
efectos del mismo en el tratamiento de dolor (Hernandez et al., 2014).

Objetos de investigacion
La biblioteca virtual de los derivados del espilantol es el principal objeto de estudio y

fuente poblacional para la busqueda de la optimizacion de la molécula con actividad anestésica y

potencial farmacoldgico. El estudio se realiza sobre la molécula hit mas estable y con mejores
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propiedades toxicoldgicas y farmacodinamicas, la cual es seleccionada como resultado del

analisis de las caracteristicas fisicoquimicas en el anclaje molecular.

Variables

A continuacién se exponen las variables con su respectivo concepto e instrumento por

utilizar, mediante un pardmetro mediable y estandarizado para la seleccién o filtrado riguroso de

las moléculas con mejores actividades (tabla 5). Estas variables son algunas de las utilizadas por

Cruz (2015) y Blanco (2017) en su metodologia de investigacion.

Tabla 5. Variables

N° Variable Conceptual Operacional Instrumental
1 Masa molecular | Representa la suma de las masas Lipinski, Biblioteca
atémicas en una molécula biodisponibilidad, virtual
(Chemaxon, 2015). Ghose, Muegge
2 Logaritmo del | Es una relacion de concentraciones Lipinski, Biblioteca
coeficiente de de un compuesto no ionizado en | biodisponibilidad, virtual
reparto entre dos fases de disolventes Ghose, Muegge
agua y n-octanol | inmiscibles (agua y n-octanol) en
(LogP) equilibrio. LogP es la medida
logaritmica en base 10 del
coeficiente (Chemaxon, 2015).
3 Area polar Esta formado por los &tomos Biodisponibilidad, | Biblioteca
superficial polares de una molécula. Muestra Muegge, Veber virtual
una buena correlacion con el
transporte molecular pasivo a
través de membranas, y asi permite
la estimacion de las propiedades de
transporte de farmacos (Chemaxon,
2015).
4 Donares de Es el célculo de los donares y Lipinski, Biblioteca
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puentes de aceptores atdmicos de hidrégeno. | biodisponibilidad virtual
hidrégeno Se toman microespecies y
5 Aceptores de proporciones de donares y Lipinski, Biblioteca
puentes de aceptores segun diferentes valores | biodisponibilidad virtual
hidrogeno de pH (Chemaxon, 2015).
6 Refractividad | Estéa fuertemente relacionada con el Ghose Biblioteca
volumen de las moléculas y las virtual
fuerzas de dispersion de London
que tienen efecto importante en la
interaccion farmaco-receptor
(Chemaxon, 2015).
7 NUmero de Un atomo se define como la unidad | Ghose, Muegge Biblioteca
atomos basica de un elemento que puede virtual
intervenir en la combinacién
quimica (Chang, 2007).
8 NUmeros de El enlace rotable se define como | Biodisponibilidad, | Biblioteca
enlaces rotables | cualquier enlace sencillo, que no Muegge, Veber virtual
esta en un anillo, unido a un atomo
pesado no terminal (Veber et al.,
2002).
9 NUmero de Un anillo es un compuesto cuyos Muegge Biblioteca
anillos atomos estan conectados para virtual
formar un ciclo (Smith y March,
2007).
10 Docking Es un término utilizado para los Disefio de union | Modelaje por

esquemas computacionales, en el
cual se intenta encontrar el mejor
acople entre la diana y el ligando
(Halperin et al., 2002). El proceso
comienza con la aplicacion de

algoritmos de acoplamiento que

con el receptor

anclaje

molecular
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enlazan las moléculas en el sitio
activo de la diana (Kitchen et al.,
2004).

11

Scoring

Funcion que predice la actividad
bioldgica a través de la evaluacion
de las interacciones entre los
compuestos y las dianas
potenciales y se basan en las
interacciones de los compuestos
mediante aproximaciones de la
estructura y sus propiedades
electroestaticas (Kitchen,

Decornez, Furr y Bajorath, 2004).

Energia de union

con el receptor

Modelaje por
anclaje

molecular

12

Energia libre de
Gibbs

Es la energia libre necesaria para
realizar un trabajo (Chang, Cheny
Gilson, 2007). Es determinante
como criterio de aceptacion; menor
energia, mayor afinidad con el
receptor.

Energia de unién

con el receptor

Modelaje por
anclaje

molecular

Fuente: Cruz, 2015; Blanco, 2017

Por otro lado, dado que este trabajo de investigacion utiliza los datos y la metodologia

propuesta por Cruz (2016) para el andlisis de resultados de los parametros fisicoquimicos, donde

se toman como referencia los pardmetros de 1380 farmacos aprobados por la FDA para ser

comparados con los 101 de la biblioteca virtual, se decide comparar solo los datos de los

medicamentos comercializados, puesto que hay mayor similitud en las estructuras de las

moléculas sintéticas con respecto a la complejidad de muchos los productos naturales.
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Instrumentos de recoleccién de informacion

Durante este trabajo de investigacion es esencial el uso de computadoras, programas
informaticos y técnicas virtuales para desarrollar la biblioteca y el cribado molecular, por lo que
los datos son generados como aplicaciones como Microsoft Excel (Microsoft 2010), UCSF
Chimera (Universidad de California San Francisco, Diciembre 2016, Version 1.11.2), Marvin
Sketch (ChemAxon 2014), Marvin View (ChemAxon 2014), PYRx Virtual Screening tool
(Python Prescription, 2010, version 0.8).

La informacion tedrica cientifica y conceptual es obtenida por medio de articulos

cientificos, revistas cientificas, libros, bases de datos y revisiones bibliograficas.

Procedimiento de recoleccion y analisis de los datos

Para obtener la biblioteca virtual por medio de un cribado molecular, se debe establecer
un procedimiento de recoleccion de la informacion, el cual se muestra a continuacion. Cabe
mencionar que este procedimiento se planea realizar cien veces para obtener la mayor cantidad

de derivados del espilantol y asi aumentar las posibilidades de tener una mejor molécula hit.

Fase I. Disefio del ligando

El primer punto de este trabajo de investigacion es el desarrollo de la biblioteca virtual, el
programa Marvin Sketch permite el disefio bidimensional de cada uno de los 101 modelos por
utilizar. La herramienta es capaz de dibujar sobre el espilantol con el fin de obtener analogos
derivados de este. Cada molécula es sometida a dos o méas modificaciones estructurales para

agregar nuevas caracteristicas fisicoquimicas.

Seguidamente, en Marvin View se pueden visualizar las estructuras de manera
tridimensional, las cuales son guardadas en una carpeta con numeracion del 1 al 101. Por
consiguiente, conforme el disefio de una molécula se encuentre listo, se recopilan los datos en un

documento de Excel, el cual es programado mediante un algoritmo de funcion condicional
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anidada, esto facilita el analisis de resultados a la hora de seleccionar las moléculas por el
cumplimiento de los distintos filtros. Es necesario sefialar que se toman 8 derivados del
espilantol identificados por Prachayasittikul, et al. (2013) para ser incluidos en la biblioteca, con
el propdsito de analizar otros metabolitos con caracteristicas similares al espilantol.

Cada molécula contiene un cddigo alfanumérico que es una identificacion estructural
quimica y fisica, este cddigo se llama SMILES. ElI SMILES es desplegado por Marvin Sketch y
funciona para obtener las caracteristicas de cada molécula.

Fase 1. Analisis de las propiedades fisicoquimicas y estructurales de los derivados

Con cada cédigo SMILES se obtienen las propiedades fisicoquimicas por analizar, estas
son calculadas con la herramienta Marvin Sketch. Luego deben ser sometidas a los filtros o
criterios de aceptacion establecidos por Lipinski, Ghose, Muegge, Veber, biodisponibilidad y
Drug Lead likeness. Estos rangos determinan una seleccion por descarte, ya que con solo un
parametro no cumplido la molécula no tiene el valor farmacolédgico deseado; al contrario, puede

alcanzar caracteristicas no Optimas para la biodisponibilidad oral.

Por lo anterior, el disefio molecular en la fase | debe contemplar estas posibilidades de
fallos estructurales y ser meticuloso a la hora de agregar grupos funcionales organicos que
provean nuevas caracteristicas. A partir de este andlisis, se seleccionan las mejores moléculas
que cumplan con todos los parametros establecidos y alcancen la mejor energia de union durante

el docking; la molécula con mejor energia de unidn es la candidata final para la fase 1V.

Fase I11. Anclaje molecular

Por medio del sitio web Protein Data Bank Japan se obtiene el archivo del modelo
tridimensional del receptor TRPV1, para utilizarlo durante el acople con el ligando. El rastro del
receptor se halla con el PDB 5IRX, el cual especifica un método experimental de microscopia
electronica a una resolucion 2.95 A. Este archivo funciona en el primer punto por evaluar de esta

metodologia, al facilitar la definicion la diana y a partir de ahi el acople molecular. Utilizando la
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herramienta Chimera se preparan las estructuras organicas, tanto el receptor como los ligandos

seleccionados.

En PYRx Virtual Screening tool se realiza el acople molecular de todos andlogos para
definir el sitio de unién de la molécula y el receptor. Esto se lleva a cabo por medio de las
interacciones de los aminoacidos del receptor y los atomos de la molécula. EI Gridbox definido
en los acoples moleculares se efectta con las siguientes especificaciones: Center X: 115 Y: 140
Z: 125, Dimensions X: 23 Y: 18 Z: 20, tomando como referencia el pocket propuesto por Gao et
al. (2016). De esta forma se establece por medio de fuerzas termodindmicas la unién y la
estabilidad de cada molécula, para encontrar el sitio de unién mas acertado. Con Chimera se
visualizan los anclajes moleculares y se obtienen distancias de enlaces entre la molécula y el

receptor.

Segun el procedimiento anterior, se logra una biblioteca virtual de cien derivados analogos
del espilantol con su respectivo acople molecular. Este cribado posibilita recopilar informacion
intrinseca de cada molécula, no obstante, se debe formular un procedimiento para hacer el
correcto andlisis de los datos correspondientes a las regiones funcionales de la diana como sitios

de unidn y las propiedades fisicoquimicas.

Fase IV. Proceso de optimizacion de la molécula hit

Una vez identificada la molécula candidata, se somete de nuevo a un proceso de disefio
molecular para agregarle estratégicamente grupos funcionales distintos, con el fin de conseguir
una nueva molécula y optimizarla con respecto al ligando original; sin embargo, en esta ocasion
el modelaje es minimo y de un solo cambio, para obtener un mayor control de las caracteristicas,
dado que el cambio méas pequefio puede generar inestabilidades en las propiedades. Asi, a la
nueva molécula se le aplica el mismo procedimiento de las fases I, 11 y 1ll. Tomando en cuenta
los mismos parametros, se comparan los resultados para determinar si alcanza una mejor energia

de unién.
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CAPITULO 4. ANALISIS DE RESULTADOS

Biblioteca virtual de compuestos

Por lo general, las bases de datos de compuestos moleculares estan basadas en
colecciones de moléculas disponibles con un registro quimico. Las grandes compafiias
farmacéuticas poseen los medios para llevar a cabo los estudios necesarios de disefio y desarrollo
de moléculas. Sin embargo, también es posible hacer uso de bibliotecas virtuales por medio de
un método in silico, las cuales se construyen con pequefios fragmentos de un compuesto

organico original (Tuccinardi, 2009; Lahlou, 2013).

Las bibliotecas virtuales tienen la mision de establecer una molécula prototipo con las
caracteristicas farmacologicas esperadas, por lo que se deben descartar todos aquellos
compuestos que presenten riesgos de toxicidad o efectos adversos relacionados al sitio de unién.
De esta manera, el uso de técnicas in silico posibilita aplicar distintos filtros para reducir el
nimero de componentes segun sus propiedades fisicas y funcionalidades quimicas. Esto hace
que la molécula lead tenga un mayor indice de seguridad y eficiencia como modelo a futuro

farmaco (Tuccinardi, 2009).

Con frecuencia los protocolos de filtrado se aplican a los compuestos de las bibliotecas
con el objetivo de proveer reglas o criterios especificos para obtener una buena biodisponibilidad
oral y un nimero limitado de enlaces rotables, ademas de eliminar estructuras que contengan una
estabilidad quimica pobre y estén asociadas a un efecto toxico (Tuccinardi, 2009). Por esta
razon, durante el disefio de moléculas se utilizan archivos con formatos .mol2 y .pbd para lograr

estados tautoméricos necesarios, asi como generar enantibmeros que presenten quiralidad.
Disefio de la biblioteca molecular
Debido a la evidencia cientifica del espilantol como derivado de un producto natural que

presenta gran potencial para ser utilizado como farmaco (figura 6), se decide realizar una

biblioteca de compuestos organicos donde se toma la estructura original del espilantol como base
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para elaborar un total de 101 disefios moleculares. El farmacdfaro o estructura biolégicamente
activa se mantiene intacta en los 101 disefios, al ser el grupo amida el que se encuentra mediado
en procesos farmacocinéticos de distribucion, metabolismo y eliminacion. La estructura del
espilantol es de caracter hidrofébico, esta caracteristica es dada por la cadena alifatica insaturada,

la cual tiene capacidad de atravesar membranas bioldgicas (Lipinski et al., 2001).

N
Figura 6. Estructura tridimensional del espilantol proyectada en Chimera
Fuente: PubChem, 2017

La estrategia para iniciar el disefio de un anestésico local tipo amida se basa en tres
pilares. La mayoria de los anestésicos locales poseen un anillo de benceno sustituido, unido a
una amida por medio de una cadena alquilica que contiene un enlace éster o amida. Todos los
anestésicos, ya sean tipo amida o éster, tienen una estructura quimica superponible que se puede
dividir en tres subunidades (figura 7) (Cousins y Mather, 1980). La primera es un anillo
aromatico sustituido, responsable de la liposolubilidad de la molécula. Por otro lado, la adicién
de benceno le provee estabilidad a la molécula, debido a la resonancia de la densidad electrénica

en los enlaces © (McMurry, 2008).

La segunda subunidad se basa en la cadena hidrocarbonada o alquilica y la union, ya sea
amida o ester. La diferencia entre amida o éster radica principalmente a nivel metabolico y
condiciona la velocidad metabdlica y, por tanto, la duracion del efecto, lo cual esta
estrechamente relacionado con la toxicidad especifica de cada farmaco. Por otro lado, la
eliminacion del medicamento es disminuida en recién nacidos, en hepatopatias y en insuficiencia
renal (Florez, 2014; Cousins y Mather, 1980).
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La tercera subunidad determina la hidrosolubilidad de la molécula y la unién a las
proteinas plasmaticas. Esta conferida por el grupo amida, ya sea terciaria o cuaternaria, donde las
variables de los sustituyentes del &tomo de nitrogeno causan distintos caracteres de solubilidad
(Florez, 2014; Cousins y Mather, 1980).

AMIDAS L o : CoHs
x NN - I il
Lidocaina (L ))—+NH—C—CH; ~N

— . \Csz
CH:z z

Figura 7. Subunidades estudiadas en el disefio de anestésicos locales
Fuente: Cousins y Mather, 1980

Segun Flérez (2014), todos los anestésicos locales son bases débiles, con valores de pKa
que oscilan entre 7,5 y 9, esto indica que a pH fisioldgico el anestésico local se encuentra
ionizado en gran cantidad, sin embargo es la fraccion no ionizada la que atraviesa las vainas

lipofilas del nervio y es responsable del acceso de la molécula hasta la membrana axonal.
Propiedades fisicoquimicas de las moléculas incluidas en la biblioteca virtual

Con el objetivo de analizar y evaluar la factibilidad de las moléculas disefiadas en la
biblioteca virtual, se establecen pardmetros topoldgicos, estructurales y fisicoquimicos para
definir los aspectos de mayor relevancia y que pueden influir en la prediccion del futuro
prototipo de farmaco. Cada molécula debe mostrar las propiedades fisicoquimicas necesarias
para ser consideradas como éptimas en el desarrollo de medicamentos; deben ser propiedades de
facil analisis y que permitan realizar mejoras durante una posterior fase de optimizacién (Cruz,
2015; Oprea et al., 2001).

Gracias a los avances de las técnicas computacionales, se economizan recursos antes de la
sintesis de las moléculas deseadas, por medio de programas de simulacién donde se captura de
forma confiable y segura el calculo de las propiedades que satisfagan criterios como masa
molecular, logP, nimero de aceptores y donares de hidrogenos, refractividad molar, area polar

superficial, enlaces rotables y cantidad de atomos pesados y de anillos aromaticos. Es esencial
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tener el conocimiento necesario de todas las propiedades fisicoquimicas para facilitar el disefio
de medicamentos, ya que estas son las que condicionan la biodisponibilidad oral y la
permeabilidad a través de las membranas (Cruz, 2015; Ghose et al., 1999; Lipinski et al., 2001;
Veber et al., 2002; Muegge, 2003).

Ciertos parametros tienden a aumentar con respecto a otros; en otras palabras, el area
polar superficial y el nimero de donares y aceptores de hidrogenos incrementan con la masa
molecular, al igual que el logP aumenta con la adicion carbonos y grupos funcionales no polares
(Veber et al., 2002; Cruz, 2015). Por otro lado, los parametros que se relacionan con el tamafio
molecular se ven reflejados en el nimero total de atomos y la refractividad molar, lo cual

funciona para la correcta prediccion de biodisponibilidad oral (Oprea et al, 2001).

También es importante mencionar que la unién con el receptor depende del paso de la
molécula por las membranas permeables y a la vez se ve mediada por las fuerzas de Van der
Waals vy las interacciones hidrofdbicas de la molécula con el sitio de union que recaen sobre el
LogP y la refractividad (Cruz, 2015; Ghose et al., 1999). A continuacién se muestran los
resultados del tratamiento estadistico realizado en los parametros fisicoquimicos de la biblioteca
de moléculas (tabla 6), esta es de apoyo para comparar las medias y medianas de los parametros

estudiados por Gu et al. (2013) para los 1380 farmacos aprobados por la FDA.

Tabla 6. Resultados del tratamiento estadisticos en los parametros fisicoquimicos

Parametro fisicoquimico Media Desviacion Mediana Moda
estandar
Masa molar (g/mol) 237.74 40.38 231.34 210.28
LogP 1.82 1.50 1.97 2.26
NUmero aceptores de 2.35 1.14 2.00 2.00
hidrégeno
Numero donares de 1.54 0.78 1.00 1.00
hidrégeno
Refractividad molar 71.30 13.28 69.73 64.91
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NUmero total de atomos 36.48 6.95 35.00 33.00
Area polar superficial (A) 48.08 17.90 49.33 29.10
Cantidad de anillos 0.97 0.71 1.00 1.00
Enlaces rotables 5.06 2.45 5.00 5.00

Fuente: Elaboracion propia, 2017

Masa molar

Segun Cruz (2015) y Veber et al. (2002), la masa molecular es una de las propiedades
que caracteriza el tamafio molecular, la diversidad estructural y uno de los parametros basicos
para determinar la biodisponibilidad oral, pues a menor masa molecular, mayor
biodisponibilidad. Los rangos establecidos por los distintos filtros que se utilizan para determinar

la masa molecular son Lipinski, Ghose, Muegge y biodisponibilidad (tabla 7).

Tabla 7. Rangos establecidos para la masa molecular

Filtro Rango
Lipinski Menor a 500 Da
Ghose Entre 160 y 480 Da, con un rango de
preferencia de 230 a 390 Da
Muegge Entre 200 y 600 Da
Biodisponibilidad Menor a 500 Da

Fuente: Cruz, 2015

Con este resultado se determina que Ghose es el filtro de mayor restriccion a nivel de
masa molecular (figura 8), al depurarse 48 moléculas con una masa molecular inadecuada para la
biodisponibilidad oral. Por otro lado, todas las moléculas cumplen con el filtro de Lipinski,
porque generalmente los productos naturales tienen pesos moleculares altos, debido a la
complejidad estructural (Bindseil, Jakupovic, Wolf, Lavayre, Leboul y Van der Pyl, 2001; Cruz,
2015).
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No obstante, al ser una molécula relativamente pequefia, el espilantol (221,33 Da) no
cumple con el comportamiento adecuado de biodisponibilidad para ser candidato a farmaco
segun Ghose. A partir de lo indicado, se toma ventaja la proximidad de la masa molecular del
espilantol para que la estrategia de disefio contemple el cumplimiento de este valor con la

adicion de al menos un carbono o nitrégeno.

101 101

Lipinsiki Ghose Muegge Biodisponibilidad

Figura 8. Cantidad de moléculas desarrolladas en esta investigacion que cumplen con los
filtros de Masa Molecular

Cruz (2015) se refiere a la importancia de la biodiversidad costarricense en el estudio de
productos naturales, donde resalta la posibilidad de hallar derivados naturales que cumplan con
filtros de prediccion para alcanzar una buena biodisponibilidad, a la vez en su analisis
comparativo demuestra que tanto las medias y medianas de las masas molares de 197 201
muestras estudiadas por Gu et al. (2013), asi como 1380 farmacos aprobados por la FDA y
ademés 231 moléculas estudiadas en la biodiversidad costarricense, se encuentran dentro del

criterio de aceptacion para biodisponibilidad oral.

Por otro lado, tomando como referencia los 1380 farmacos de moléculas pequefias
aprobados por la FDA (Gu et al., 2013), se comparan los datos obtenidos de masa molecular y se
determina una media de 237,74 + 40,38 y una mediana de 231,34 contra 360.8 + 199.1 y 322.45
respectivamente. A pesar de tener un resultado menor al de los medicamentos comercializados,
es un aporte significativo, dado que la biodisponibilidad aumenta conforme la masa molecular

disminuye.
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Coeficiente de reparto (LogP)

El coeficiente de reparto entre agua y octanol, también conocido como LogP, determina
la hidrofobicidad de una molécula. Mediante técnicas de modelo es posible relacionar varios
pardmetros y una actividad bioldgica QSAR (Talevi y Bruno, 2009). De acuerdo con Waring
(2010), se necesita un minimo de 0.8 de LogP para que haya permeabilidad de membrana y
aclaramiento renal. A continuacion se exponen los rangos establecidos por los distintos filtros

para el logP (tabla 8).

Tabla 8. Rangos establecidos para LogP

Filtro Rango
Lipinsiki Menor a 5
Ghose Entre -0,4 y 5,6 con un rango de preferenciade 1,3 a 4,1
Muegge Entre-2y5
Biodisponibilidad Menor a 5

Fuente: Cruz, 2015

Con estos parametros se confirma que Ghose es el filtro que limita los valores de LogP en
mayor medida, pero la tendencia de filtrado en las moléculas de la biblioteca virtual se refleja
por Muegge (figura 9), ya que la mitad de moléculas no tienen el grado de hidrofobicidad

necesario para ser consideradas como prototipos de farmaco.

101 101

Lipinsiki Ghose Muegge Biodisponibilidad

Figura 9. Cantidad de moléculas desarrolladas en esta investigacion que cumplen con los
filtros de Log P
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Al comparar los datos estadisticos de las medias y medianas de Cruz (2,60+1,4y 2,60) y
los farmacos aprobados por la FDA (1,89+2,81 y 2,64) con los de la biblioteca virtual (1,82+1,50
y 1,97), se puede ver la similitud de la permeabilidad que hay con los medicamentos en el
mercado Yy los derivados naturales, no obstante, la mitad de las moléculas que si cumplen con el
coeficiente de reparto deben ser estudiadas individualmente por la influencia que recae en el

sistema ADME, en especial respecto a anestésicos locales.

Area polar superficial (APS)

Esta propiedad fisicoquimica es de gran importancia, puesto que determina la penetracién
de las moléculas a través de membranas neuroldgicas, es decir, una molécula con un rango
menor entre 60 y 70 A de area polar superficial tiene la capacidad atravesar la membrana
hematoencefalica, ademas es un valor que predice la absorcion pasiva transmembrana a nivel
intestinal (Kelder, Grootenhuis, Bayada, Delbressine y Ploemen, 1999). Veber, Muegge v el
filtro de biodisponibilidad analizan los rangos que deben cumplir los prototipos de moléculas

para alcanzar un APS adecuado en el desarrollo de farmacos O (tabla 9).

Tabla 9. Rangos establecidos para el area polar superficial

Filtro Rango
Veber Menor a 140 A
Muegge Menor a 150 A
Biodisponibilidad Menor a 200 A

Fuente: Cruz, 2015

A partir de los datos obtenidos en la biblioteca virtual, se observa que todos los
componentes cumplen con el filtro de area polar superficial, ademas 80 disefios presentan un
APS menor a 60 A, por lo que se prevé la llegada a nivel nervioso. Esto también es un
comportamiento habitual en los anestésicos locales porque actian a nivel nociceptivo
deprimiendo el SNC, lo que se refleja en la neurotoxicidad de ciertas reacciones adversas, como

la somnolencia, cefalea y parestesia (Moron, 2008).
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También el APS define la posibilidad de crear puentes de hidrégenos por medio de la
interaccion entre los nitrégenos y oxigenos de los disefios, los cuales proveen los caracteres
polares de la molécula y los residuos de aminoécidos del receptor; esto es esencial en el disefio
molecular, al determinar el tipo de enlace en el sitio unién (Kelder et al., 1999).

Los valores estadisticos obtenidos en la biblioteca virtual (media 48,08 + 17.90 y
mediana 49,33) no son comparables con los compuestos analizados por Cruz (2015) ni con los
medicamentos aprobados por la FDA (93,9 + 84,1 y 75,00), ya que por la naturaleza y
comportamiento del espilantol y en general de los anestésicos locales se esperaban APS de
valores menores, por esta razon no se pueden incluir las moléculas desarrolladas en la biblioteca
con los 1380 medicamentos aprobados por la FDA, porque no todos atraviesan membrana
hematoencefalica. Esta baja APS se contempla desde el principio del disefio, asi como el cuidado

de seleccionar un lead con un valor que no recaiga en una neurotoxicidad severa.

Refractividad molar

Una de las propiedades fisicoquimicas mas usadas en los estudios QSAR es la
refractividad molar, la misma esta relacionada con la lipofilicidad, la masa molar y el volumen
estérico (Carrasco, Padron y Galvez, 2004). Segin Ghose et al. (1999), estas propiedades se
relacionan con la unién del receptor, la absorcion y la biodisponibilidad, al estar mediado en un
caracter hidrofobico y dispersivo de las interacciones de Van der Waals. El filtro de Ghose es el
anico que contempla la refractividad molar con un valor de 40 a 130 y un rango preferible de 70
a 110.

Utilizar la refractividad molar como parametro de filtrado es una ventaja a la hora de
seleccionar moléculas hit, ya que permite predecir interacciones entre ligando-diana (Cruz.
2015). Asi, 51 moléculas presentan refractividad molar adecuada y 32 se encuentran dentro del
rango preferible. La refractividad molar ayuda a la estimacion del tipo de enlace por formar en el
sitio de union, pues describe el tamafio molecular por medio de la masa molecular y el nimero
de atomos, lo cual brinda una idea de la conformacidn espacial que la molécula puede necesitar

para obtener una mejor afinidad en el receptor diana (Ghose et al., 1999).
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Donadores y aceptores de hidrogenos

Siguiendo el lineamiento de hallar un prototipo de farmaco en la biblioteca virtual que
cumpla con los filtros respectivos para la biodisponibilidad oral, se decide trabajar con el
pardmetro fisicoquimico de donacion o aceptacion de hidrégenos. Lipinski et al. (2001) afirman
que la presencia de estos afecta la permeabilidad de la molécula en la membrana, no obstante los
hidrogenos en una molécula son necesarios, al ser un atomo clave en la interaccion del sitio de
unién para formar enlaces quimicos (McMurry, 2008). A continuacion se presentan los rangos

establecidos por los diferentes filtros para los donares y aceptores de hidrdgenos (tabla 10).

Tabla 10. Rangos establecidos para donares y aceptores de hidrogeno

Filtro Rango
o Menos de 10 aceptores
Lipinski
Menos de 5 donares
Menos de 10 aceptores
Muegge

Menos de 5 donares

- - Menos de 10 aceptores
Biodisponibilidad
Menos de 5 donares
APS menora 140 A o

menos de 12 aceptores y donares

Veber

Fuente: Cruz, 2015

Kelder et al. (1999) explican que se puede hacer una correlacion entre el area polar
superficial de los a&tomos poseedores de polaridad y la cantidad de donares y aceptores de
hidrogeno que logren hacer los enlaces durante la interaccion con el sitio de unién, lo cual se
refleja en los resultados obtenidos, donde al igual que el area polar superficial hay un
cumplimiento del 100 % de las moléculas para esta propiedad fisicoquimica. EI cumplimiento
absoluto para la biblioteca virtual en ambos parametros asegura que haya tanto interaccion con la

diana como una buena absorcion y permeabilidad.
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Las medias de los aceptores y donares de hidrdgeno de la biblioteca son de 2.35 + 1,14 y
1.54 £ 0,78 respectivamente y las medianas de 2 y 1. Estos datos son comparables con la
tendencia que tienen los medicamentos aprobados para donares y aceptores de hidrégenos, donde
los resultados para las medias de aceptores son 5.2 + 4.2 y los donadores de 2.3 £ 2.6 con
medianas de 4 y 2 respectivamente. Sin embargo, la brecha entre los medicamentos aprobados y
las moléculas desarrolladas en la investigacion es de aproximadamente un 55 %, que indica un
punto fuerte por mejorar en el proceso de optimizacion, pues a pesar tener buena penetrabilidad
de membrana, existe el riesgo de tener interaccion molecular deficiente para los enlaces

formados por puentes de hidrogeno (Cruz, 2015).

Enlaces rotables

Determinar el nimero de enlaces rotables es esencial en un analisis de prediccién de drug
lead likeness, puesto que a mayor namero de enlaces rotables, hay mayor libertad de movimiento
(Cruz, 2015). Se debe buscar exhaustivamente la mejor conformacién por considerar en la unién
con el receptor; si hay mayor rigidez y el movimiento en el espacio disminuye, ocurre una
pérdida de entropia y, por tanto, mayor afinidad al receptor debido a que el cambio entrépico es
compensado con el intercambio de energia en el ambiente (entalpia). Es decir, en un proceso

espontaneo hay también disminucién de la energia del sistema (Chang et al., 2007).

La rigidez de una molécula se asocia con la cantidad de anillos, por consiguiente, los
anillos proveen estabilidad estructural. Mas adelante se analiza el impacto de la cantidad de
anillos sobre la molécula, pero es necesario definir el papel de un anillo, en cuanto al grado de
rigidez, permeabilidad e interaccion que tiene en el disefio molecular. Los filtros que incluyen la
cantidad de enlaces rotables como propiedad para ubicar una molécula dentro de un prototipo de

farmaco ideal son Veber, Muegge y biodisponibilidad (tabla 11).



83

Tabla 11. Rangos establecidos para enlaces rotables

Filtro Rango
Veber Menos de 10 enlaces
Muegge Menos de 15 enlaces
Biodisponibilidad Menos de 10 enlaces

Fuente: Cruz, 2015

Al comparar las medias y medianas de la biblioteca virtual (5.06 £ 245 y 5
respectivamente) con los fa&rmacos comercializados (5.5 y 4 respectivamente) (Cruz, 2015), se
observan valores similares en los datos, ademés sabiendo que el 96.03 % de la biblioteca cumple
con los tres filtros, se determinan afinidades y permeabilidades adecuadas para un posible

prototipo de farmaco.

Cantidad de 4&tomos pesados

Segun Ghose et al. (1999), relacionando las propiedades descritas de masa molecular y
refractividad molar, se puede conocer el tamafio molecular de un ligando y la energia libre de
union. La adicion de grupos benceno, anillos heterociclicos, ésteres, carboxiamidas e hidroxilos
alcohdlicos tiene como objetivo dar una respuesta de estabilidad estructural, por lo que se liga
estrechamente también con el aumento de atomos pesados e interacciones moleculares y a la vez

con la permeabilidad de membrana y unién a receptor.

Sin embargo, Reynolds et al. (2007) comentan sobre la eficacia del ligando que se estudia
la potencia de ajuste dptimo con la proteina receptora. Bajo la comparacion de 8000 ligandos y
28 dianas determinan que la afinidad de union de un ligando es inversamente proporcional al
tamafno molecular. Con este criterio, se puede analizar si el ligando tiene un acople adecuado y
potente y no el hecho que hayan muchos puntos de contacto entre distintos atomos (Cruz, 2015;
Reynolds, et al., 2007).

Ghose et al. (1999) incluyen esta propiedad en su filtro para definir la eficiencia del

ligando y prediciendo un adecuado tamafio molecular, donde el rango establecido es entre 20 y
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70 atomos pesados. De esta manera, el 100 % de los disefios cumplen el parametro, por lo que la
molécula mas pequefia es de 23 atomos y la méas grande de 62 atomos. En comparacién con los
medicamentos comercializados, la media se encuentra en 23.5 atomos y la mediana en 22

atomos, mientras que la media de la biblioteca es de 36.48 + 6,95 y la mediana de 35.

Por lo tanto, existe la posibilidad de contar con moléculas que puedan presentar
interacciones adecuadas con la proteina, pues a mayor cantidad de 4&tomos, mayor interacciones
con la diana. Sin embargo, cada caso se debe estudiar individualmente, debido a que también
puede haber afinidad con poco nimero de atomos, siendo dependiente de la estructura proteica y

los residuos determinados en el sitio de unién (Cruz, 2015; Ghose et al., 1999).

NUmero de anillos

El hecho de estudiar las propiedades fisicoquimicas de los disefios moleculares por
separado no supone que no haya relacion entre ellas. Como se sugeri6, la complejidad y rigidez
estructural, la hidrofébicidad, el grado de afinidad con la diana y la capacidad de atravesar
membranas celulares dependen del aumento de la masa molecular, esta Ultima a la vez aumenta
proporcionalmente segun sea la estrategia de adicion de atomos pesados, como por ejemplo

agregar grupos funcionales con anillos o heterociclos.

Tabla 12. Rango establecido para la cantidad de anillos

Filtro Rango
Muegge Menor a 7 anillos
Biodisponibilidad Menor a 5 anillos

Fuente: Elaboracion propia, 2017

Como la masa molecular del espilantol se encuentra relativamente cercana al rango mas
estricto de 230 Da, se contempla la inclusién anillos bencénicos y fenolicos como una estrategia
adecuada para proveer estabilidad e interaccion al ligando. Por esta razdn, se decide trabajar con

un maximo de tres anillos, pues a diferencia de los productos naturales, los farmacos sintéticos
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en el mercado presentan estructuras planas y no tan complejas que superponen estructuras mas

grandes y con baja biodisponibilidad oral.

Nuevamente el 100 % de los disefios cumple con el pardmetro establecido. Dada la la
simplicidad del espilantol de no contar con anillos y a la estrategia de encontrar una masa
molecular adecuada, se trabaja con una cantidad de anillos razonable y proporcional a la cantidad

de atomos pesados que se desea agregar sin sobre pasar los 500 Da (Cruz, 2015).

Asi, los farmacos comercializados cuentan con un promedio de 2.7 anillos versus la
media de la biblioteca que es de 0.96 + 0.71 anillos. Este resultado no necesariamente
condiciona la masa molecular adecuada del ligando, pero si la posibilidad de presentar mayor
grado de interaccion con el receptor. Por lo tanto, se sugiere analizar las estructuras
individualmente y someter al ligando a proceso de optimizacion con inclusion de anillos si

necesario para alcanzar la afinidad y permeabilidad esperada.

Cumplimiento de los filtros

Las propiedades fisicoquimicas descritas utilizan distintos filtros con el objetivo de
descartar todas aquellas moléculas que no cumplan satisfactoriamente los criterios de seleccion
para alcanzar una adecuada biodisponibilidad oral y semejanza con un farmaco. El analisis
comparativo demuestra que los 101 disefios virtuales cumplen por separado una gran mayoria de
los criterios drug likeness, al igual que los 1380 farmacos aprobados por la FDA. Asi, los disefios
moleculares presentan una tendencia de distribuciones similares de medias y medianas con

respecto a los farmacos aprobados (Gu et al., 2003).

El hecho de utilizar una biblioteca de disefios moleculares da la posibilidad de
perfeccionar las moléculas conforme se avanza en el estudio para obtener un mayor nimero de
candidatos que encajen dentro de los pardmetros de un prototipo. Sin embargo, los prototipos por
lo general estan dirigidos a la manipulacion y optimizacion una vez que se hayan seleccionado
(Cruz, 2015; Pascolutti y Quinn, 2011). Por ende, la depuracion de la mayor cantidad de

prototipos acerca un Unico disefio a la molécula ideal para ser candidata de medicamento.
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De los resultados obtenidos a partir de las moléculas disefiadas que cumplen los
parametros estudiados (figura 10), se observa que Lipinski, Veber y biodisponibilidad son filtros
con criterios similares que permiten predecir propiedades basicas de estabilidad quimica y
permeabilidad de membrana; aproximadamente el 100 % de la biblioteca cumple estos tres

parametros.

Por su parte, Muegge y Ghose son filtros que incluyen mas propiedades por cumplir, por
lo tanto, son mas restrictivos y funcionales al momento de delimitar el nGmero moléculas, ya que
contemplan los mismos parametros segun sea la rigidez, hidrofobicidad, unién a receptor, etc.
Ademas, Ghose excluye una mayor cantidad de moléculas, donde se observan 31 moléculas de
101 diserios, debido a que los criterios presentan un rango preferible para LogP, refractividad

molar y masa molecular.

101 100 100
101 100 100
43
l 31

Lipinski Veber Biodisp Muegge Ghose

Figura 10. Cantidad de moléculas desarrolladas en esta investigacion que cumplen los
distintos filtros de seleccion

Por altimo, se analizan las moléculas que cumplieran con todos los filtros a la vez, con el
objetivo de contemplar todos los criterios y seleccionar el disefio con mejores propiedades
fisicoquimicas. Se obtienen como resultado 23 moléculas con parametros adecuados para ser
candidatos a lead. No obstante, entre los disefios estudiados se descartan 4 derivados del
espilantol, pues a pesar de cumplir con los criterios de aceptacion, Lipinski excluye claramente a
los derivados de productos naturales porque usualmente utilizan transportadores de membrana,

en vez de difusion pasiva (Lipinski et al, 2001).
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También, se aplica el filtro de drug lead likeness para no solo estudiar las propiedades
adecuadas de biodisponibilidad, sino también analizar la similitud de los disefios con farmacos
aprobados. El filtro de drug lead likeness incluye moléculas con una masa molecular menor a
450 Da, un LogP entre -3.5 y 4.5, no mas de 4 anillos, no més de 10 enlaces rotables, menos de 5

donadores de hidrogeno y menos de 8 aceptores de hidrégeno (Oprea et al., 2001).

Asi bien, se descarta el disefio 54, al no obtener los resultados deseados para que el criterio de
drug lead likeness (Oprea et al., 2001). De esta manera, se alcanzan un total de 19 moléculas con

caracteristicas adecuadas de prototipo y biodisponibilidad oral.

Seleccion del objetivo macromolecular (receptor)

La seleccion de un receptor u objetivo macromolecular conlleva a la identificacion de una
estructura por microscopia electronica que presente cualidades potenciales para definir un sitio
de union con la intension de proyectar interacciones que puedan estar involucradas en cambios
conformacionales que desencadenen un efecto o respuesta como parte de un cambio esperado en
la actividad fisioldgica (Blanco, 2017). Las busquedas en PBD permiten identificar un objetivo
macromolecular con una resolucion o spacing de 2.9 A. También en esta seccion se define el
sitio de unién de receptor TRPV1 para moléculas con estructuras similares para el grupo

alquilamida.

Por otro lado, el area de la macromolécula es el sitio donde se realiza la union de los
ligandos, esto desencadena una respuesta fisioldgica mediada en la conductancia de iones a nivel
extracelular. Gao et al. (2016) mencionan una interaccion de la TPV1 con el residuo Thr-550 que
forma un enlace de hidrégeno con el oxigeno del carbonilo proximal del grupo vanilloide, asi

como la Ser-512 y la Arg-557 con el hidroxilo del vanilloide.

Antes de definir el sitio de union, se analizan con la herramienta Expasy los cuatros
dominios principales de la estructura 5IRX, efectuando un alineamiento de las secuencias de
aminoacidos presentes en cada cadena. Se obtiene una puntuacion del cien por ciento y se

confirma que los cuatros dominios siguen exactamente el mismo orden en la secuencia de
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aminoacidos, por lo tanto, se decide trabajar con la cadena A para facilitar la interaccion visual

del ligando con el sitio union.

Mediante la herramienta Chimera y segun la literatura cientifica, se determina el pocket
(hendidura en la estructura proteica del receptor) (figura 11), el cual estd compuesto por 636
residuos de aminodacidos, entre ellos los correspondientes al sitio activo: Tyr-511, Thr-550 y Glu-
570 (Gao et al., 2016).
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Figura 11. Sitio de union del objetivo macromolecular utilizando Chimera

Fuente: Gao et al., 2016

Una vez identificado el sitio de unién, se prepara el receptor utilizando Chimera, por lo
que se eliminan todas las moléculas de agua, ligandos, iones y &cidos nucleicos que rodean la
estructura. La exactitud del célculo de acoplamiento depende principalmente de las
especificaciones para restringir el sitio de unién, por lo cual se define el Gridbox en PyRX
(figura 12), donde se aprecian las dimensiones y los aminoacidos especificos para la union

esperada segun el pocket propuesto por Gao et al. (2016).
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Figura 12. Gridbox de la macromolécula TRPV1 preparada

Fuente: PyRX, 2017

Por otra parte, con intenciones de confirmar y reforzar el argumento del uso del correcto
sitio de unidn, se compara el espacio propuesto con los estudios de Wei et al. (2016), quienes
definen que el acople molecular de la L-muralatina, un derivado de cumarinas, interactia de
manera muy similar a la capsaicina, porque estructuralmente ambos presentan un anillo
aromatico involucrado en la actividad del sitio de unién con la TRPV. Sin embargo, la L-
muralatina carece de cola lipofilica, estructura clave para lograr una mayor actividad. Asi bien,
los autores identifican que los residuos Tyr-511, Met-547, Thr-550 y Glu-570 estan mediados en
la accion de la L-muralatina, siendo la Tyr-511 un residuo critico en la formacion de puentes de
hidrégeno (figura 13).

B-region veeveseeoee
C-region

Muralatin L Capsaicin

Figura 13. Regiones farmacofdricas de la capsaicina y la L-Muralatina

Fuente: Wei et al. 2016
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Efectivamente, la capsaicina, el espilantol y la mayoria de los ligandos disefiados
mantienen alguna estructura basica esencial para la interaccion con los residuos proteicos, ya sea
una cadena lipofilica, un anillo aromatico o un fenol que tenga el protagonismo del hidroxilo
perteneciente al grupo vanilloide. Cabe destacar que en todos los casos de disefio molecular el
farmacoforo del grupo amida se mantiene sin modificacion (figura 14) (Wei et al., 2016). Lo
anterior corresponde a uno de los enfoques de las técnicas computacionales, ya que en las
investigaciones en la mayoria de los casos se buscan estructuras con homologia proteica o

similitud conformacional para lograr una buena union ligando-diana (Blanco, 2017).
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Figura 14. Sitio de unién de la L-muralatina con residuos claves de la estructura de TRPV1

Fuente: Wei et al., 2016

Scoring

El enlace de afinidad al receptor esta dado por el scoring, es decir, en el modelo fisico se
estima la suma las energias electrostaticas y las interacciones de Van der Waals. ElI modelo
empirico se basa en las propiedades fisicoquimicas como puentes de hidrégeno, cambios de
entropia y contactos hidrofébicos (Tuccinardi, 2009). En esta investigacion se trabaja
comparando las energias de union entre la lidocaina y el espilantol como control y los 19

ligandos seleccionados (tabla 13).

El objetivo de este estudio es identificar un agonista del receptor TRPV1 que considere

todas las caracteristicas ideales de un prototipo de medicamento, asi bien, la seleccién del
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prototipo debe alcanzar una afinidad con el receptor lo suficientemente significativa para

desencadenar una respuesta bioldgica. Por esta razén, se analizan los 19 disefios seleccionados

por medio de un docking para comprobar la afinidad con el receptor.

Tabla 13. Energia de unién para los disefios moleculares seleccionados de la biblioteca

virtual
Disefios . .
Estructura Energia de union (kcal/mol)
molecular
HBC_\N
_/ \
Lidocaina " 7N S -5,10
HyC
Espilantol |, v e ™ A l\]/\{/C’Ha -5,40
H
CHy
o] CHs
Disefio 17 Q')LH/\@ -7.10
CH,
-
Disefo 47 LENg CHy -5.40
Disefio 50 " -6.00
CHs | / /\E
CHy Ja} CHy
Disefio 55 /H«’%/U\/H/ -5.20
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HgC/\N \ N o
Disefio 57 P U -6.00
CH;
CHy
Disefio 58 N ' /\r@H -5.40
H
CH;
Disefio 60 t \J&,Mm -6.10
QN N Ch
Disefio 63 e N H/\K -5.30
CHy
Diserio 65 /\/\ 3 -7.30
CHy
Disefio 66 - - /\© -7.90
CHg
Disefio 69 X ﬂ/\/\w’%)\/\(% -6.60
CHy
Disefio 70 @Nkw/\( -6.60
Disefo 71 -6.30
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. NN RN N
Disefio 72 H " -6.50

Chy

CHs

Disefio 73 Hrc‘\\)LN/‘\\)LI\I -7.60

CHs

o PN 0
Disefio 82 Hac)\/\/\m e -6.90

feaR }
Disefio 96 HJCMH e -6.10

Disefio 100 Ot -6.40

Disefno 101 -7.60

Fuente: Elaboracion propia, 2017

Andlisis del acople molecular entre la macromolécula TRPV1 Yy el disefio 66

Los ligandos identificados en su mayoria presentan grupos bencil que segun los
principios de Counsis (1980) sobre la estructura de los anestésicos locales, son necesarios para
que haya una adecuada lipoficilidad y, por ende, penetracion a través de membranas bioldgicas.
Asi mismo, Burley y Petsko (1985) sefialan que las estructuras aromaticas son utiles para
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alcanzar una mayor estabilidad molecular e interaccion con macromoléculas, puesto que los

residuos peptidicos tienden a formar contactos de Van der Waals con ciclos aromaticos.

En los resultados de energia de union de los 19 disefios moleculares seleccionados, se
observa que existe una afinidad favorable porque los valores obtenidos son menores con respecto
a las moléculas control, pues a menor valor, mayor afinidad con la diana (Cruz, 2015). Estos
resultados reflejan la posibilidad de los disefios seleccionados en convertirse en posibles
candidatos de farmacos y sugieren futuras pruebas in vitro para evaluar la activacion del
receptor. Asi bien, se demuestra que el disefio 66 alcanza la mayor afinidad con una energia de

union de -7.90.

Los resultados anteriores indican que el modelo 66 tiene las mejores caracteristicas de
acople molecular en comparacion con los ligandos control; ademas, se observan interacciones
por puentes de hidrégeno con los residuos Arg557 (7,11 A), la Ser512 (3,52 A), Thr550 (14,60
A) y la Glu570 en dos grupos carboxilos (2,68 Ay 4,05 A) (figura 15). Por otro lado, la Tyr511
difiere en interaccién con el disefio 66, con respecto a los datos residuos involucrados en la
literatura. A pesar de ello, se decide elegir el disefio 66 como molécula hit para ser sometida a un
proceso de optimizacion, por sus buenas caracteristicas fisicoquimicas, energia de unién e

interacciones moleculares.



Figura 15. Distancias de enlaces entre residuos involucrados y el diseiio 66 (AG=-7.90

kcal/mol)

Optimizacion del disefio 66 como molécula hit
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A partir de los resultados anteriores, se decide proponer una estrategia para optimizar el

disefio 66 con el fin de lograr una mayor estabilidad y acople molecular con el receptor

estudiado. Por esta razon se comparan los parametros fisicoquimicos entre la molécula hit y la

lidocaina, que cumple con todas los descriptores moleculares y es considerada el farmaco de
referencia para anestésicos locales tipo amida (tabla 14).

Tabla 14. Propiedades fisicoquimicas del disefio 66 y la lidocaina

Parametro fisicoquimico Disefio 66 Lidocaina
Masa molecular 307,437 234,343
LogP 4.04 2.86
Numero de aceptores 1 2
NUmero de donares 1 1
Refractividad molar 100,9 73,93
Area polar superficial 29,1 32,34
Anillos 2 1
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Numero total de &tomos 48 39

Enlaces rotables 6 5
Fuente: Marvin Sketch (2017)

Estrategia de optimizacion del disefio 66

Conociendo estas caracteristicas, la masa molecular y el LogP son los parametros méas
significativos por mejorar; no obstante, el incremento o la disminucion de estas propiedades
repercuten en las demas, ya que si se disminuye el LogP, el APS aumenta, asimismo la molécula
es menos lipofila y tiene menor capacidad de traspasar membranas bioldgicas. Sin embargo, el
logP del disefio 66 se encuentra en el limite del criterio de aceptacion segun Ghose, lo cual
sugiere que se debe disminuir de tal forma que alcance una liposolubilidad comparada con la
lidocaina. Por consiguiente, la neurotoxicidad puede disminuir al aumentar el APS y acercar el

valor a los 60 A.

Por otro lado, también se desea mejorar la distancia de enlace con los residuos
formadores de puentes de hidrégeno. Para esto se planea incluir mas donares y aceptores de
hidrégeno, por lo que es indispensable la modificacion en la posicion de carbonos y la adicion
minima de 4&tomos que provean una disminucion en la distancia de enlace y, por ende, una mejor
energia de unién. Razoén por lo cual se descarta la posibilidad de incluir otro anillo, ya que
aumentaria en gran medida la masa molecular, el logP y la cantidad de atomos pesados, causado

cambios indeseables en los parametros fisicoquimicos.

Lo anterior indica que el agregar atomos de naturaleza polar ocasiona un aumento en la
masa molecular y, al mismo tiempo, una disminucion de la biodisponibilidad. A pesar de esto, se
compensa con una mayor posibilidad de generar enlaces intermoleculares y volumen estérico. En
otras palabras, aumentar el tamafio espacial de la molécula. Un parametro que se relaciona
directamente con la conformacion espacial es la refractividad molar, esta puede ayudar a obtener
un mejor scoring en la afinidad con la diana, por lo que su valor debe encontrarse

preferiblemente entre 70 y 110.
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Como ambas moléculas -el disefio 66 y la lidocaina- se encuentran en este rango, se debe
mantener inalterada la refractividad molar. Por lo tanto, se deben elegir &tomos de caracter polar
que alcancen mayor cantidad de enlaces intermoleculares, reduzcan el LogP, el APS y mejoren la
energia de union. Asi, se propone modificar el anillo de carbono terminal correspondiente al
grupo para-xileno o 1,4-dimetilbenceno por un grupo vanilloide, similar a la capsaicina (figura
16).

Figura 16. Estructura tridimensional del disefio 66 y el disefio 66 optimizado proyectado en
Chimera

Fuente: Elaboracion propia

Este cambio incorpora no solo la reduccion de atomos pesados, sino también la adicion
de dos oxigenos fundamentales en la polaridad para la disminucion del LogP y el APS. Segun
Yang et al. (2015), el grupo vanilloide de la capsaicina apunta hacia una buena convergencia
estructural con el receptor, al mostrar interacciones con cuatro residuos especificos del receptor
(Tyr511, Ser512, Glu570 y Thr671) a traves de enlaces de hidrogeno.
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A nivel de masa molecular hay un aumento previsto, dado que el oxigeno tiene un peso
atdmico de 15,99 g/mol, mientras el carbono de 12,0.1 g/mol. Por otro lado, esta modificacion
también afecta la cantidad de enlaces rotables, al disminuir la rigidez estructural de la molécula,
agregando entropia en la energia de union y disminuyendo la afinidad en el proceso espontaneo.
De esta manera se procede a capturar las nuevas propiedades fisicoquimicas del disefio

optimizado y realizar el acoplamiento molecular en el pocket mencionado (tabla 15).

Tabla 15. Propiedades fisicoquimicas y energia de union del disefio 66

Parametro fisicoquimico Diselo 66
optimizado
Masa molecular 325,408 g/mol
LogP 2,22
Numero de aceptores 3
Ndmero de donares 2
Refractividad molar 100,34
Area polar superficial 58,56
Anillos 2
NUmero total de atomos 47
Enlaces rotables 7
Energia de union -7,3 kcal/mol

Fuente: Marvin Sketch y PyRX, 2017

4.7.2 Resultados de la optimizacion del disefio 66

De acuerdo a los resultados anteriores, se fundamenta la estrategia y optimizacion de las
propiedades fisicoquimicas discutidas, con el propdsito de obtener cambios importantes a nivel
estructural e hidrofébico. Asi, la masa molecular aumenta en un 5,85 %, al igual que los
aceptores (66,67 %) y donares de hidrégeno (50,00 %), los enlaces rotables (14,29 %) y el APS
(50,30 %); mientras que el LogP disminuye un 45,05 %, la refractividad molar un 0,55 % vy el
numero total de atomos pesados un 2,08 %. Destaca que el nimero de anillos se mantiene

inalterado.
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Por otro lado, la energia de unién aumenta en un 7,60 % debido al incremento de los
enlaces rotables y APS, sin embargo, este aumento ocasiona una disminucion de la afinidad con
el receptor, la cual es compensada por una reduccion en las distancias de enlace (figura 17)
donde se mejoran las interacciones de los puentes de hidrogeno en los residuos Thr550 y Glu570.
No obstante, las distancias de los residuos Ser512 Arg557 y Glu570 en uno de sus carboxilos
disminuyen (tabla 16), siendo la Arg557 la de mayor relevancia por el acomodo estructural en el
peso de la adicion de oxigenos.

Distancias de enlace | Distancias de enlace del
Residuo de aminoacido
del disefo 66 disefio 66 optimizado
Tyr511 NA 2,65 A
Ser512 3,52 A 3,89 A
Arg557 711 A 8,82 A
Thr550 14,60 A 14,44 A
GIu570 2,68 Ay4,05A 2,79Ay369A

Tabla 16. Distancias de enlace del disefio 66 y disefio 66 optimizado

Figura 17. Distancias de enlaces entre residuos involucrados y el disefio 66 optimizado
(AG=-7.30 kcal/mol)

Fuente: Chimera, 2017
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Finalmente, se obtiene una interaccion extra de gran importancia con respecto al disefio
66, donde la forma optimizada hace enlaces por puentes de hidrogeno en la Tyr511 con un la
distancia de enlace de 2,65 A; esta interaccion asegura una mayor estabilidad en el acople
molecular. Siendo el grupo vanilloide clave en la prediccion de la neurotoxicidad, interaccion
con la diana y permeabilidad transmebrana. De esta manera se determina el disefio 66
optimizado como molécula lead y se nombra segun la UIPAC como (2E)-N-bencil-6-[(1E,4S)-3-

hidroxi-4-metoxiciclohexa-2,5-dien-1-ilideno]2-hexenamida (ChemAxon, 2017).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se propone el modelaje de un anestésico local tipo amida a partir de la planta Acmella
oleracea, la cual produce un metabolito conocido como espilantol, que presenta efectos
activadores de la proteina TRPV1. Se determina que el espilantol muestra gran potencial en el
uso terapéutico del dolor como producto natural ya que su estructura contempla caracteristicas

similares a los anestésicos locales tipo amida.

Se estudian las caracteristicas del dolor mediado en la activacion del receptor TRPV1
ante situaciones de dafio celular por temperaturas nocivas, asi como la comunicacion nerviosa en
los impulsos sensoriales de la patologia. Ademéas de las principales caracteristicas
farmacoldgicas y toxicoldgicas de los anestésicos locales tipo amida y su relacion con la

activacion del receptor.

Se genera una biblioteca virtual de 101 derivados del espilantol por modificacion virtual,
obteniendo moléculas con similitud estructural a los anestésicos locales. Se utilizan técnicas in
silico para determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la biblioteca virtual por medio de los
descriptores moleculares propuestos por Lipinski et al. (2001), Ghose et al (1999), Muegge et al.
(2003), Veber et al (2002), Oprea et al. (2001) y ChemAxon (2015), donde 19 moléculas
cumplen con los filtros descritos para alcanzar una adecuada estabilidad molecular vy

biodisponibilidad oral.

Se realiza el acople molecular entre el receptor TRPV1 y las 19 moléculas seleccionadas,
determinando las energias de union y las afinidades con el receptor. Se selecciona el disefio 66
como molécula hit, la cual presenta la mejor afinidad con el receptor, siendo de -7,9 kcal/mol;
ademas se estudian las distancias de enlace entre 5 residuos de aminoacidos descritos en la

literatura para la capsaicina.
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Se plantea una estrategia de optimizacion para el disefio 66 considerando mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas de tal forma que alcanzaran similitud con la lidocaina como
anestésico local de referencia, mejorando el LogP un 45,05 % y el APS un 50,30 %. Por otro
lado, a pesar de no mejorar la energia de unidn con respecto al disefio 66 sin modificar, se logra
predecir una disminucion en la neurotoxicidad y alcanzar una mayor afinidad con el receptor con

respecto a la lidocaina, la cual es de -7.3 kcal/mol.

Recomendaciones

La investigacion realizada sugiere que es necesario desarrollar estudios de sintesis
organica de la molécula optimizada, con el objetivo de establecer una ruta quimica funcional que
abarque la menor cantidad de pasos sintéticos para alcanzar un mejor rendimiento quimico.
Asimismo, los estudios con anestésicos locales derivados de espilantol deben desarrollarse
ampliamente en ensayos in vitro con animales, especificamente pruebas de dosificacion y
toxicidad, asi como efectuar exdmenes de sensibilidad al dolor ocasionado por calor, donde el
ensayo de la plancha caliente es ideal para profundizar la tolerancia del dolor por medio del
receptor TRPV1.

La formulacion de un farmaco que contenga el disefio 66 debe orientarse hacia
presentaciones farmacéuticas compatibles con la naturaleza de la molécula (caracteristicas
liposolubles), como lo son unglientos, esprais, pastas y parches transdérmicos a nivel topico. Por
consiguiente, se sugiere utilizar el LogKp como coeficiente de permeabilidad para analizar la

toxicidad dérmica de la molécula propuesta.
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Apéndice A. Estructura de los derivados de espilantol

Disefios Férmula Estructura molecular
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moleculares molecular
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Disefio 99

COC1=CC=C(OCC(
=0)CNC(C)0)C=C1
0

C12H17NOs

Disefio 100

COC1=C(0)C=CC(
CCC=CC(=0)NCC(
C)C)=C1

C16H23NO3

Disefio 101

CCNC(=0)C(C)C1=
CC=C(CC(C)C)C=C
1

CisH23NO

CHa

Espilantol

CC=CC=CCCC=CC
(=0)NCC(C)C

C14H23NO

HC

121



Apéndice B. Propiedades fisicoquimicas de los derivados de espilantol
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M

ID mffr LogP | ADH' | ppu+ | Refractividad | oo zy | anillos | TOtalde | Enlaces

(Da) Molar atomos Rotables
Derivado1l | 215296 | 2,48 | 1 1 69,67 29,1 0 33 5
Derivado2 | 231,339 | 3,13 | 1 1 73,46 29,1 0 38 8
Derivado3 | 189,258 | 1,94 | 1 1 56,66 29,1 0 29 5
Derivado4 | 259,393 | 3,93 | 1 1 82,66 29,1 0 44 10
Derivado5 | 243,350 | 3,27 | 1 1 79,78 29,1 0 39 8
Derivado 6 | 221,344 | 3,39 | 1 1 73,27 29,1 0 39 7
Derivado7 | 247,382 | 3,92 | 1 1 83,59 29,1 0 43 8
Derivado 8 | 347,543 | 4,8 2 2 112,97 49,33 0 62 16
Diseio9 | 235283 | 166 | 2 1 64,91 55,4 1 34 8
Disefio 10 | 279,292 | 1,17 | 4 2 72,17 92,7 1 37 9
Disefio 11 | 180,251 | 0,46 | 2 1 53,27 34,03 1 29 3
Disefio 12 | 177,247 | 2,77 | 1 1 56,04 29,1 1 28 1
Disefio 13 | 193,246 | 1,14 | 2 2 56,41 49,33 1 29 3
Disefio 14 | 208,305 | 0,82 | 2 1 64,91 32,34 1 35 4
Disefio 15 | 199,233 | 1,55 | 2 1 89,11 29,1 2 26 2
Disefio 16 | 238,375 | 1,9 2 1 73,5 32,34 1 43 5
Disefio 17 | 239,318 | 3,66 | 1 1 74,73 29,1 2 35 3
Disefio 18 | 205257 | 1,83 | 2 1 60,36 46,17 1 30 4
Disefio 19 | 210,277 | 0,28 | 3 3 61,38 61,36 1 33 4
Disefio 20 | 165,192 | 2,46 | 2 1 47,59 38,33 1 23 2
Disefio 21 | 194,234 | 2,26 | 3 1 56,97 41,57 1 28 3
Diseio 22 | 210,277 | 0,96 | 2 2 61,15 58,2 0 33 5
Disefio 23 | 184,283 | 0,6 2 1 53,29 32,34 1 33 2
Disefio 24 | 170,256 | 0,55 | 2 1 52,46 32,34 0 30 5
Disefio 25 | 241,290 | 339 | 1 1 70,21 38,33 2 33 5
Disefio 26 | 205257 | 2,28 | 2 2 61,32 49,33 1 30 3
Disefio 27 | 179,263 | 1,55 | 1 1 56,52 29,1 1 30 0
Disefio 28 | 198,266 | 0,39 | 3 1 56,16 41,57 1 32 1
Disefio 20 | 213,280 | 0,1 1 0 67,99 20,31 3 31 0
Disefio 30 | 214,268 | 2,03 | 2 1 66,06 32,34 2 30 3
Disefio 31 | 265,397 | 2,4 2 1 84,34 38,33 0 46 8
Disefio 32 | 165,192 | 1,15 | 2 1 45,89 38,33 1 23 3
Disefio 33 | 231,233 | 354 | 1 1 72,73 29,1 1 38 6
Disefio 34 | 215252 | 221 | 2 1 62,12 42,23 2 29 1
Disefio 35 | 211,305 | 1,84 | 2 1 63,63 38,33 0 36 5
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Disefio 36 | 228,295 | 0,96 | 2 2 82,86 52,95 2 33 3
Disefio 37 | 223272 | 1,59 | 4 2 60,7 58,56 1 33 6
Disefio 38 | 205301 | 3,09 | 1 1 63,86 29,1 1 34 3
Diseio 39 | 198278 | 1,06 | 1 2 57,61 44,89 1 32 4
Diseio 40 | 209,245 | 0,73 | 3 3 57,44 69,56 1 30 3
Disefio41 | 170212 | -034 | 3 2 46,8 58,2 0 26 5
Disefio 42 | 227,307 | 3,16 | 1 1 70,23 29,1 2 34 3
Diseio43 | 210277 | 044 | 2 1 62,22 49,41 0 33 6
Disefio 44 | 224304 | 0,67 | 3 1 65,44 50,69 0 36 7
Disefio45 | 235327 | 2,88 | 2 2 69,73 49,33 1 38 5
Disefio 46 | 224,348 | 2,25 | 2 2 70,28 41,13 0 40 8
Disefio 47 | 248370 | 3,11 | 2 1 77,7 32,34 1 42 6
Disefio 48 | 219,284 | 2,26 | 2 2 64,92 49,33 1 33 3
Disefio 49 | 242,363 | 0,87 | 3 2 72,4 52,57 0 43 8
Disefio 50 | 286,419 | 2,11 | 2 1 91,95 32,34 2 47 5
Disefio51 | 218,300 | 2,15 | 2 1 66,41 41,99 1 34 5
Disefio 52 | 182,267 | 0,86 | 2 1 55,83 41,46 0 31 5
Disefio 53 | 226,320 | 0,27 | 3 2 66,55 61,69 0 38 6
Disefio 54 | 387,362 | 4,56 | 1 1 90,84 29,1 3 39 4
Disefio 55 | 255376 | 3,64 | 1 0 71,04 20,31 0 43 5
Disefio 56 | 190,246 | 0,48 | 2 0 59,31 32,67 1 28 4
Disefio 57 | 300,446 | 2,63 | 2 0 96,67 23,55 2 50 4
Disefio 58 | 251,378 | 2,26 | 2 2 76,41 49,33 1 43 7
Diseio 59 | 227,307 | 3,35 | 1 1 71,61 29,1 2 34 1
Disefio 60 | 2737332 | 2,68 | 3 1 80,15 55,4 1 39 9
Disefio 61 | 291,479 | 464 | 1 1 95,44 29,1 0 54 10
Disefio 62 | 273,420 | 4,94 | 1 1 87,33 29,1 1 47 7
Disefio 63 | 236,359 | 2,38 | 2 1 75,29 41,46 0 41 8
Disefio 64 | 208,305 | 1,67 | 2 1 66,47 32,34 0 35 7
Disefio 65 | 251,414 | 3,95 | 1 1 78,09 29,1 1 47 6
Disefio 66 | 307,437 | 4,04 | 1 1 100,9 29,1 2 48 6
O':I’;ts;:‘i: ::o 325408 | 2,22 | 3 2 100,34 58,56 2 47 7
Disefio 67 | 285340 | -1,02 | 5 5 80,01 110,02 0 43 7
Disefio 68 | 282,340 | -0,52 | 4 3 80,39 89,87 0 42 6
Disefio 69 | 328456 | 3,62 | 2 2 100,68 58,2 1 52 10
Disefio 70 | 300,402 | 2,83 | 2 2 91,48 58,2 1 46 8
Disefio 71 | 272,348 | 2,43 | 2 2 81,25 58,2 1 40 6
Disefio 72 | 272,348 | 2,49 | 2 2 81,82 58,2 1 40 6
Diseio 73 | 272,348 | 2,36 | 2 2 81,19 58,2 1 40 6
Disefio 74 | 246,310 | 1,36 | 2 2 71,78 58,2 1 36 4
Disefio 75 | 210,233 | -1,55 | 3 2 56,91 67,43 1 29 3
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Diseiio 76 263,400 | 4,34 1 1 81,57 29,1 1 39 5
Disefio 77 208,217 | -0,78 4 3 57,69 78,43 1 27 4
Diseiio 78 293,407 | 1,07 3 1 88,41 49,77 1 48 6
Disefio 79 287,359 | 0,76 3 2 86,88 58,56 2 42 5
Diseiio 80 246,266 | 2,55 3 2 67,03 63,49 2 32 4
Disefio 81 221,256 | 2,41 3 2 64,73 58,56 1 31 3
Disefio 82 261,321 | 2,18 3 2 77,91 58,56 1 38 5
Disefio 83 236,271 | 0,86 4 3 67,17 70,59 1 33 5
Diseiio 84 223,272 | 2,49 3 2 63,61 58,56 1 33 3
Disefio 85 241,243 | -2,63 5 2 61,33 79,23 2 32 2
Diseiio 86 288,347 | 1,35 4 2 81,58 63,49 2 41 5
Disefio 87 290,363 | 1,54 4 2 84,36 70,92 1 43 7
Diseiio 88 216,281 | -0,05 4 2 55,68 61,8 1 35 3
Diseiio 89 269,300 | 1,97 3 2 78,97 58,56 1 35 6
Diseiio 90 236,271 | -1,64 4 1 67,84 62,13 1 33 5
Diseiio 91 221,256 | 2,15 3 2 63,31 58,56 1 31 4
Disefio 92 240,259 | 1,72 5 2 65,42 71,03 1 33 4
Disefio 93 224,260 | -1,58 4 2 61,42 61,8 2 32 2
Diseiio 94 226,276 | 0,45 3 3 60,16 74,35 1 34 5
Disefio 95 245,248 | 1,02 4 2 97,56 58,56 2 31 3
Diseiio 96 275,348 | 2,69 3 2 82,86 58,56 1 41 6
Disefio 97 316,401 1,4 4 2 93,11 61,8 2 47 6
Diseiio 98 225,244 | 0,08 4 3 59,19 78,79 1 31 4
Diseiio 99 255,270 | 0,49 6 3 64,68 88,02 1 35 7
Diseiio 100 277,364 3 3 2 81,17 58,56 1 43 7
Diseiio 101 233,355 | 3,55 1 1 72,2 29,1 1 40 5
Lidocaina 234,343 | 2,86 2 1 73,93 32,34 1 39 5




