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1 Resumen  

La epilepsia comprende un amplio grupo de desórdenes y enfermedades con 

diversas etiologías, así como diversas presentaciones eléctricas y una marcada 

variabilidad en la manifestación clínica. La ILAE define tres niveles diagnósticos en 

la epilepsia: convulsión tipo, epilepsia y síndrome epiléptico. 

GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC en mamíferos. Uno de los 

blancos farmacológicos que se encuentra bajo la lupa en el diseño de fármacos 

anticonvulsivantes, es la modulación del sistema GABAérgico. 

La vigabatrina es un fármaco ampliamente utilizado en la clínica para el manejo de 

la epilepsia. Su mecanismo de acción es inactivar la GABA-AT de forma irreversible 

esta componente del sistema GABAérgico. El ácido valproico es otro fármaco 

ampliamente utilizado, sin embargo, se sabe poco de su mecanismo de acción y se 

cree que tiene relación con el sistema GABAérgico de una forma aún inespecífica. 

Sin embargo, la necesidad de administrar dosis elevadas en el tratamiento crónico 

en adición a los efectos secundarios de este y otros fármacos con acción 

anticonvulsivante, apoya la búsqueda de nuevos moduladores de este sistema, 

donde exista una mejora en parámetros como la potencia, eficacia y efectividad, así 

como la disminución de la toxicidad asociada. 

N-pantoilGABA es un medicamento aprobado para su venta en países como Rusia, 

poco conocido en occidente, que tiene un efecto depresor sobre el SNC debido a 

su interacción con los receptores GABAA y se utiliza en combinación con otros 

fármacos para el tratamiento de la epilepsia.  

En el presente trabajo se realizó el diseño de análogos de N-pantoilGABA que 

contienen como núcleo estructural la porción acíclica producto de la apertura del 

anillo de la pantolactona y la porción análoga al neurotransmisor GABA en forma de 

amidas. Los ensayos in silico realizados sobre la isoforma  del receptor 

GABAA de humano fueron las simulaciones de dinámica molecular y docking, 

mientras que para las enzimas GABA-AT solo se realizó el docking de los ligandos. 

Se llevó a cabo la síntesis del mejor candidato de acuerdo a los atributos 

encontrados y del propio N-pantoilGABA, utilizando para su caracterización la 
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espectroscopía de RMN (Resonancia Magnética Nuclear) de 1H y 13C; con estos 

productos obtenidos y purificados se realizaron los ensayos in vivo con ratones 

macho de la cepa CD-1, incluyendo un ensayo para determinar la DL50 y 

posteriormente se utilizó el modelo de inducción de crisis convulsivas con PTZ con 

la misma cepa para determinar actividad anticonvulsiva, tomándose como controles 

positivos la vigabatrina y el valproato sódico. Tomando en cuenta los diferentes 

tiempos de distribución plasmática del mejor candidato, se encontró una diferencia 

estadísticamente significativa en la protección de las crisis convulsivas inducidas 

por PTZ entre el mejor candidato y el control negativo, no siendo así para los 

controles positivos y el propio N-pantoilGABA, obteniendo diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a controles en la prueba de convulsiones 

químicamente inducidas por PTZ.  
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2 Introducción  

La epilepsia es un trastorno que comprende un gran grupo de desórdenes y 

enfermedades con diversas etiologías. La ILAE define tres niveles diagnósticos en 

la epilepsia: convulsión tipo, epilepsia y síndrome epiléptico.1 

Los canales iónicos en el sistema nervioso son uno de los blancos seleccionados 

en la farmacoterapia de la epilepsia, que incluyen canales dependientes del voltaje 

que permiten el paso de iones de sodio, calcio, cloruro y potasio. Además, un 

importante blanco terapéutico, es la proteína SV2A (Synaptic vesicle protein 2 

isoform A), localizada en vesículas presinápticas y encargada del almacenamiento, 

transporte y exocitosis del neurotransmisor al botón sináptico. Otros blancos 

terapéuticos importantes son las enzimas y receptores involucrados en los sistemas 

glutamatérgico y GABAérgico, que son los neurotransmisores excitatorio e 

inhibitorio más abundantes a nivel del SNC. Sin embargo, los fármacos utilizados 

en la práctica clínica para el control de la epilepsia, solo son eficaces en cerca de 

un tercio de los pacientes.2 Además, los efectos adversos como somnolencia, 

embotamiento mental, ataxia, hepatotoxicidad, anemia megaloblástica, entre otros, 

complican el tratamiento que es crónico. Por esta razón, es necesario situarnos en 

el desarrollo de nuevos fármacos antiepilépticos con actividad a nivel de más de un 

receptor involucrado en los procesos de neurotransmisión, disminuyendo los 

efectos adversos, su toxicidad y ampliando las opciones terapéuticas. 

El ácido γ-aminobutírico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC 

en mamíferos. Algunos síndromes neurológicos como la epilepsia están 

relacionados a algún desequilibrio en la transmisión GABAérgica, disminuyendo así 

la respuesta inhibitoria a la actividad eléctrica del sistema nervioso. Sin embargo, 

GABA no cruza barrera hematoencefálica, razón por la cual no es practico su uso 

en la práctica clínica.  

Uno de los enfoques que se encuentra bajo la lupa en el diseño de fármacos 

antiepilépticos es la modulación del sistema GABAérgico mediante la interacción 

farmacodinámica entre nuevas moléculas con receptores y/o enzimas involucradas. 

La búsqueda de moléculas que inhiban la enzima GABA-aminotransferasa (GABA-
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AT), y/o que interactúen con los diferentes tipos de receptores de GABA, es uno de 

los objetivos en el diseño de nuevos fármacos antiepilépticos.  

El dímero de calcio de N-pantoilGABA es un fármaco aprobado en la Federación 

Rusa el cual se utiliza para diferentes condiciones como epilepsia con 

desaceleración de los procesos psíquicos y disminución de la productividad 

cognitiva (en combinación con otros fármacos anticonvulsivos), problemas 

cognitivos asociados a un daño cerebral, esquizofrenia con insuficiencia orgánica 

cerebral, epilepsia mioclónica, corea de Huntington y para menores con 

funcionamiento intelectual general inferior al normal. Su actividad se ha visto 

relacionada a la interacción indirecta con los sistemas colinérgico y dopaminérgico 

y con la interacción directa de los receptores GABAA del sistema GABAérgico. 

En el presente trabajo se realizó el diseño de análogos de N-pantoilGABA que 

tuvieran la propiedad de cruzar la barrera hematoencefálica (BHE) con el objetivo 

farmacológico de modular el sistema GABAérgico a través de la interacción con 

GABA-AT y receptores GABAA, utilizando herramientas in silico como el software 

Gaussian para realizar la optimización de la conformación espacial mediante la 

minimización de la energía al mínimo global de los ligandos propuestos para 

posterior realizar el acoplamiento molecular mediante el software Autodock vina, así 

como el uso de la dinámica molecular con el software GROMACS, que en conjunto 

permitieron elegir los ligandos con mejor energía al reconocimiento molecular  al 

sitio catalítico en el caso de las transaminasas, y sitio alostérico en el caso del 

receptor GABAA para su posterior síntesis orgánica. La síntesis se realizó mediante 

la apertura del anillo de la mezcla racémica de pantolactona con aminoácidos 

análogos a GABA para la formación de un enlace de tipo amida. Posterior a la 

purificación y caracterización por RMN de 1H y 13C, se realizaron las evaluaciones 

de DL50 mediante el método de Lorke y por último los ligandos se pusieron a prueba 

en el modelo de crisis convulsivas inducidas con PTZ, este último con actividad 

antagonista del receptor GABAA.  
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3 Marco teórico  

3.1 Epilepsia  

La epilepsia se define conceptualmente por la ILAE como un trastorno cerebral 

caracterizado por una predisposición continuada a la generación de crisis 

convulsivas. Una crisis epiléptica se define como “la aparición transitoria de signos 

y/o síntomas provocados por una actividad neuronal anómala excesiva o simultánea 

en el cerebro”.3 De acuerdo a la definición de la ILEA planteada en 20144, la 

epilepsia es un desorden cerebral que se define por cualquiera de las siguientes 

circunstancias:  

1. Al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) con > 24 h de diferencia entre 

sus manifestaciones.  

2. Una crisis no provocada (o refleja) y la probabilidad de presentar nueva crisis 

durante los 10 años siguientes, similar al riesgo general de recurrencia (al 

menos 60%) tras la aparición de dos crisis no provocadas. 

3. Diagnóstico de un síndrome epiléptico.4 

En todo el mundo, unos 70 millones de personas padecen epilepsia, lo que lo 

convierte en uno de los trastornos neurológicos más comunes. El riesgo de muerte 

prematura en las personas epilépticas es hasta tres veces mayor que en la 

población general, teniendo las tasas más altas en países de ingresos bajos y 

medianos, así como en las zonas rurales más que las urbanas. Además, se cree 

que anualmente se diagnostican unos 2.4 millones de casos de epilepsia, aunado a 

esto el diagnóstico no es siempre realizado o es infradiagnosticado en los países en 

vías de desarrollo, complicando el correcto tratamiento.5  

Uno de los problemas en el tratamiento de la epilepsia es que alrededor de un tercio 

de los pacientes que son tratados con fármacos antiepilépticos de primeria línea 

tienen convulsiones refractarias a la farmacoterapia. Una epilepsia se considera 

refractaria, resistente a los fármacos o intratable cuando las convulsiones no pueden 

ser controladas por al menos dos o tres fármacos para el tipo particular de 

epilepsia.6 El uso de alternativas terapéuticas como los canabidioles como el CBD 

(canabidiol)  en pacientes refractarios a la farmacoterapia convencional, ha llevado 



 

 6 

a nuevas investigaciones de estas moléculas como posible alternativa 

terapéutica.7,8 La ILAE en el 2010 publicó un artículo donde proponía que la 

epilepsia farmacorresistente puede definirse como el fracaso de los ensayos 

adecuados a dos esquemas de fármacos antiepilépticos tolerados, elegidos y 

utilizados adecuadamente (ya sea en monoterapia o en combinación) para lograr la 

ausencia sostenida de crisis convulsivas. Este fenómeno se ve asociado a un 

incremento de la morbilidad y mortalidad, así como consecuencias psicosociales, 

problemas cognitivos reduciendo la calidad de vida.6,9 Asociado a esto último, se 

encuentran los efectos adversos que presentan estos fármacos por las altas dosis 

de los diferentes fármacos que llegan a recibir estos pacientes para tratar su 

condición, siendo una de las principales causas por las que existe una falla en el 

tratamiento farmacológico.10 Además, posterior a la farmacoterapia en el 

tratamiento de estos pacientes , las manifestaciones de epilepsia supra refractaria, 

llevan a optar por el tratamiento neuroquirúrgico, cuya relación con las crisis focales 

son muy limitadas.  Este tipo de pacientes deben cumplir ciertos requisitos, además 

de ser supra refractarios a la farmacoterapia, para poder ser candidatos a 

neurocirugía como tratamiento de última instancia:11,12  

• Convulsiones resistentes a los medicamentos. 

• Convulsiones que causan una discapacidad social y médica significativa. 

• Reducir o detener las convulsiones daría como resultado una mejora 

significativa en la calidad de vida. 

• La zona epileptogénica se puede localizar con datos convergentes de 

diferentes modalidades de investigación. 

• Relación riesgo-beneficio aceptable para la cirugía.  

 

3.2 Fármacos antiepilépticos y mecanismo de acción 

Aunque la etiología de la epileptogénesis no es certera aún, los fármacos existentes 

en el mercado están diseñados para modificar la excitabilidad neuronal asociada a 

las crisis convulsivas. Existen fármacos que comprenden diferentes mecanismos de 

acción dependiendo de la diana terapéutica:13–16 
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1. Fármacos que actúan sobre los canales de Na+, modificando el tiempo de 

inactivación rápida o lenta de estos durante la despolarización de la 

membrana, impidiendo así el disparo en ráfagas de potenciales de acción y 

en consecuencia evitando convulsiones de tipo clónicas.    

2. Fármacos que actúan sobre alguno de los componentes del sistema 

GABAérgico, aumentando así la acción inhibitoria del neurotransmisor 

GABA. Algunos actúan mejorando las respuestas de los canales de Cl- 

activados por GABA, principalmente los receptores GABAA en diferentes 

sitios del SNC, mejorando las condiciones clínicas de las crisis tónico-

clónicas y ataques focales. Otros actúan como inhibidores de la enzima 

GABA-aminotransferasa (GABA-AT) manteniendo elevadas las 

concentraciones de GABA. Por otra parte, hay algunos que modulan a los 

transportadores de GABA como el transportador GAT-1 en el espacio 

sináptico inhibiendo la recaptación y manteniendo las concentraciones de 

este neurotransmisor en el espacio sináptico.  

3. Bloqueadores de los canales de Ca2+ tipo T en el tálamo y neocorteza para 

tratar crisis convulsivas de tipo generalizadas, ya que se sabe que estos 

canales tienen un papel importante en las descargas de puntas-onda a 3Hz 

bilaterales.  

4. Fármacos que actúan aumentando el tiempo de apertura de canales de K+, 

de esta forma permiten la salida masiva de este ion y con ellos permitiendo 

la repolarización de la membrana mucho más rápido.  

5. Moduladores de la proteína SV2A en las vesículas presináptica implicadas 

en la liberación de neurotransmisores a la hendidura sináptica. 

6. Otros mecanismos como, inhibidores de canales de Ca2+ de tipo L, 

antagonistas de los receptores glutamatérgicos sensibles al NMDA y al 

AMPA/Kainato. 
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Mecanismo de acción Fármaco 
Unión a canales de Na+ aumentando el 

tiempo de inactivación tanto rápida 
como lenta 

Carbamazepina, fenitoína, felbamato, valproato, lamotrigina, 
oxcarbazepina, elicarbazepina, topiramato, zonisamida, 

rufinamida, lacosamida 

Moduladores del receptor GABAA 
alostérico 

Benzodiazepinas, fenobarbital, felbamato, primidona, 
topiramato, carbamazepina, oxcarbazepina, estiripentol, 

clobazam 

Inhibidores de la absorción de GABA/ 
Inhibidores de GABA-T 

Tiagabina, vigabatrina 

Bloqueadores de canales de Ca2+ de tipo 
T 

Etosuximida, zonisamida 

Unión de canales de K+ aumentando el 
tiempo de apertura 

Retigabina 

Moduladores de la proteína SV2A en las 
vesículas presináptica 

Levetiracetam 

Fármacos con algún otro mecanismo de 
acción 

Gabapentina, pregabalina, felbamato, ezogabina, 
fenobarbital, topiramato, perampanel, cannabidioles 

Tabla 3-1 Fármacos antiepilépticos según su mecanismo de acción. 

 

Algunos de estos fármacos actúan a nivel de distintos blancos, como se muestra en 

la Tabla 3-1, presentan más de un mecanismo de acción, por ejemplo, la 

carbamazepina actúa en los canales de Na+ pero también lo hace en los receptores 

GABAA. Otro ejemplo es el fenobarbital, que actúa como modulador de los 

receptores de GABAA y a su vez en como antagonista de los receptores 

glutamatérgicos sensibles al AMPA/Kainato.  

3.3 Sistema GABAérgico 

El sistema GABAérgico y los canales iónicos constituyen dos elementos esenciales 

en el funcionamiento del SNC por lo que una disminución significativa de su 

funcionamiento supone una pérdida de control del sistema, que tiene en las 

convulsiones su máxima expresión. Por el contrario, su hiperactividad lleva a una 

inhibición generalizada del funcionamiento del SNC que puede llegar hasta el 

coma.17 

El sistema GABAérgico participa en el control del movimiento mediante las vías 

eferentes de los ganglios basales y en algunas proyecciones de largo alcance en la 

corteza cerebelosa, la sustancia negra, el globus pallidus y el núcleo reticular del 

tálamo.18 Los fármacos que estimulan la neurotransmisión GABAérgica presentan 

efectos hipnóticos, ansiolíticos, anestésicos, antiespásticos y anticonvulsivantes.17 
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En las neuronas GABAérgicas el L-glutamato es biotransformado a GABA por 

acción de la enzima ácido glutámico descarboxilasa (GAD) (EC 4.1.1.15).17,18 El 

GABA sintetizado en el citoplasma puede ser almacenado en vesículas 

presinápticas mediante transportadores de GABA (GAT) alcanzando una 

concentración de 10 a 20 veces mayor que en el citoplasma.17 Posterior a la 

despolarización mediante la apertura de canales de Ca+2, las vesículas se fusionan 

con la membrana presináptica y GABA es liberado al espacio sináptico, en donde 

se difunde y comienza a actuar sobre sus diferentes receptores.19 Después de la 

liberación de GABA en el espacio sináptico y la sinapsis, este es recapturado  por 

transportadores GAT y es llevado a los astrocitos o a las neuronas presináptica para 

su reutilización en el ciclo. En la matriz mitocondrial de los astrocitos se encuentra 

la enzima GABA-aminotransferasa (GABA-AT, EC 2.6.1.19), la cual transforma 

GABA en semialdehído succínico, para ser oxidado por la semialdehído succínico 

deshidrogenasa (SSADH, EC1.3.5.1), con ayuda del NADP+ a succinato, el cual 

se incorpora al ciclo de Krebs. En este primer proceso, GABA-AT contiene como 

cofactor al piridoxal-5’-fosfato (PLP), que al degradar a GABA, es reducido a la 

forma de piridoxamina-5’-fosfato (PMP). Al tener como cofactor al PMP, esta enzima 

puede biotransformar el α-cetoglutarato, proveniente del ciclo de Krebs en L-

glutamato y entonces así oxidar y regresar al cofactor a PLP. En las células gliales 

no se encuentra presente la GAD, por lo que el L-glutamato es convertido a L-

glutamina por la glutamina sintetasa (EC 6.3.1.2), esta es transportada a las células 

presinápticas, y es transformada en estas de nuevo a L-glutamato por la GAD, para 

así comenzar el ciclo de nuevo. De esta manera se regulan los neurotransmisores 

inhibitorios y excitatorios más abundantes en el SNC. (Esquema 3-1) y (Esquema 

3-2)2,20 
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Esquema 3-1 Proceso de neurotransmisión del sistema GABAérgico. GAD (ácido glutámico 
descarboxilasa), GAT (transportador de GABA), SSADH (semialdehído succínico deshidrogenasa),  
GABA-AT (GABA aminotransferasa).  
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3.4 GABA-aminotransferasa (GABA-AT) 

Actualmente no se cuenta con la estructura cristalina de la GABA-AT humana, por 

lo que se utilizó el cristal ya reportado de Sus scrofa (PDB ID: 1OHV) para realizar 

el modelado del cristal humano a partir de su secuencia primaria de aminoácidos y 

la conformación de 1OHV. (Ilustración 3-1). Esta es una enzima homodimérica 

asignada con la clave EC2 2.6.1.19 que se encuentra en la mitocondria de los 

astrocitos en la cual cada monómero consta de 472 residuos de aminoácidos 

teniendo un peso molecular de 56 kD. La estructura de esta enzima se dedujo a 

partir de ADN complementario de  encéfalo de cerdo y de fragmentos de péptidos 

de enzima de hígado del mismo animal, teniendo una secuencia del 96% de 

identidad con una 92% de cobertura y un 98% de homología con la isoforma 

humana.2,21  

Los dos monómeros se encuentran entrelazados por un grupo [2Fe-2S] Iron-Sulfur 

cluster, factor que se encuentra unido a motivos de cisteína mediante un enlace 

Esquema 3-2 Ruta metabólica acoplada a las enzimas GABA-AT, SSADH y GAD, mecanismo por el cual el 
funcionamiento de esta ruta regula la producción de los neurotransmisores más importantes antagonistas entre 
sí del SNC. Además, se puede observar la participación del ciclo de Krebs dentro de esta misma ruta en la que el 

producto -cetoglutarato es convertido por la misma GABA-AT a L-Glutamato, que a su vez restablece el 
funcionamiento de la propia GABA-AT a través de la conversión del PMP a PLP, mecanismo llamado bi -bi 
pingpong. Se puede observar que se puede salir del ciclo mediante la transformación de L -Glutamato en L-
Glutamina.  PMP, piridoxamina 5’ fosfato; PLP, piridoxal 5’ fosfato; GABA-AT, GABA-aminotransferasa; SSADH, 
semialdehído succínico deshidrogenasa; NADP+ Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidado; NADPH + H, 
Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido; GAD, ácido glutámico descarb oxilasa. Tomado y 
modificado de Richard B. Silverman Chemical Reviews 2018, 118 (7), 4037-4070 
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covalente al azufre de dicho aminoácido y el hierro el cual se encuentra situado al 

fondo y centro de la proteína, uniendo así de esta manera los dos monómeros en 

una estructura cuaternaria.21 Esta enzima utiliza como coenzima al PLP en la 

biotransformación de GABA, y PMP para el caso de que el sustrato sea -

cetoglutarato. 

 

 

Ilustración 3-1 Enzima GABA-AT de Sus scrofa (PDB 1OHV) con PLP en el sitio activo como coenzima, 
al contar con dos dímeros unidos por el iron sulfur cluster, cuenta a su vez con dos sitios catalíticos, 
sin embargo, estos dos no trabajan al mismo tiempo, siendo que primero se ocupa uno de los sitios y 
posteriormente puede ser utilizado el otro, llamándose a este tipo de mecanismo bibi-pingpong. 

 

La coenzima PLP se encuentra unida por medio de un enlace covalente ε-

aminoácido al residuo Lys329, formando una base de Schiff (imina). Esta coenzima 

se encuentra estabilizada en el sitio activo por medio de varias interacciones no 

covalentes; el grupo fosfato se encuentra sujeto firmemente por medio de puentes 

de hidrógeno con los residuos de Ser137, Gly136, ambos del mismo dímero, y 

Thr353 del segundo dímero. Asp298 estabiliza el nitrógeno protonado de la porción 

de piridina, además este anillo interactúa en forma de sándwich mediante una 

interacción de tipo π—π entre Val300 y Phe189. Una última interacción es con 

Gln301 mediante un puente de hidrógeno entre este y el oxígeno de la posición 5 

del anillo de la piridina, el cual se encuentra desprotonado.2,21 (Ilustración 3-2) 
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Ilustración 3-2. Representación 2D de las interacciones no covalentes que estabilizan al cofactor PLP 
en el sitio catalítico de Sus scrofa  (PDB 1OHV). LYS329 se encuentra enlazado a PLP por medio de un 
enlace ε-aminoácido. 

 

Cada dímero contiene una coenzima, por lo tanto, un sitio activo por monómero, sin 

embargo, estos no están activos al mismo tiempo, estando activo solo uno y 

posterior al acoplamiento y conversión del sustrato hay un cambio conformacional 

de la enzima siendo posible incorporar un nuevo sustrato en el siguiente sitio.2,20  

Esta enzima, como se mencionó previamente, cuando se encuentra unida al PLP, 

el sustrato es GABA y este es convertido a semialdehído succínico. Durante este 

proceso, la coenzima PLP es convertida a PMP, haciendo que este sitio activo ya 

no sea para GABA y en cambio entre el α-cetoglutarato que es convertido en el 

neurotransmisor excitatorio L-glutamato, regresando así el PMP a su forma oxidada 

dePLP quedando el sitio activo listo para actuar sobre GABA, lo que quiere decir 

que trabaja mediante un mecanismo enzimático de tipo Bi-Bi Ping Pong. (Esquema 

3-3)22 
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Esquema 3-3 Mecanismo de reacción propuesto para la conversión de sustrato en producto y viceversa 
por acción de la GABA-AT. En a) se muestra la transaminación que desamina a GABA mediante una 
adición nucleofílica de intercambio entre el sustrato con la Lys329 unida al PLP, disminuyendo el pKa 

de los hidrógenos  del GABA permitiendo que sea sustraído, en específico el hidrogeno pro-S, por el 
grupo amino de la misma Lys329, condicionando el rearreglo electrónico por deslocalización y 
estabilización del carbanión generado, formando una base de Schiff, la cual sufre un ataque 
nucleofílico por el oxígeno de una molécula de agua al doble enlace liberando al ahora semialdehído 

succínico y el PMP. En una segunda parte (b) sucede un proceso parecido con el ahora sustrato -

cetoglutarato el cual primero sufre la adición nucleofílica de la amina del PMP al carbono carbonilo -
ceto para formar una imina, que posteriormente mediante la desprotonación por parte de la lisina se 
estabiliza el anillo, para que, en un paso posterior al regresar la carga, se protona el glutarato para 
activarse y ser atacado el PMP por el grupo amino de la lisina.  La estabilización de las cargas deja 
susceptible para un ataque nucleofílico de la amina de la Lis329 generada en el paso anterior, dando 
lugar al L-Glutamato como grupo saliente, generando así de nuevo el PLP. Se puede notar el papel de 
las Argininas al estabilizar las cargas de los oxígenos de los carbonos carbonilos de los ácidos 
carboxílicos del glutarato en todo momento, el cual es fundamental para mantener estabilizado el 
complejo para su reareglo electrónico y reacción enzimática. 2,22,23 

 

3.5 Estructura y función de receptor de GABAA  

El receptor GABAA, es un receptor heteromérico, formado por dos subunidades α, 

dos β y una γ, pertenece a la familia de los Cys-Loop Receptors  y es el receptor 

más abundante para GABA en el SNC.21 Este receptor presenta 6 lazos en bucle 

(A-F) en forma de horquilla que interactúan con el disolvente para estabilizar y 

proteger el sitio ortostérico de la entrada de GABA. Se cree que estas horquillas 

cubren el sitio ortostérico de unión de GABA. Estas horquillas tienen una gran 

b 

a 
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flexibilidad y dependiendo del ligando, agonista o antagonista, se encuentran en 

estado cerrado o abierto, respectivamente.24 En el caso de que estas se encuentren 

abiertas por cambios conformacionales debido a la unión alostérica de algún 

modulador GABAérgico, puede permitir la entrada del ligando ortostérico. Se cree 

que el movimiento de estas horquillas está relacionado con la apertura o cierre del 

receptor, permitiendo o impidiendo la entrada de aniones cloruro.24,25 

Actualmente se cuenta con la estructura cristalográfica del receptor GABAA de 

humano, determinada  por difracción de rayos-X o RMN, sin embargo, no  ha sido 

la isoforma más abundante y algunas de estas estructuras transmembrana no han 

sido optimizadas para el reconocimiento molecular.26–28 Han habido aproximaciones 

a la estructura de este, modelados a partir de templetes con cierta similitud en la 

secuencia de aminoácidos y estructura tridimensional. En 2013, el Dr. Rikkie 

Bergmann y colaboradores reportaron el modelado del receptor GABAA isoforma 

 humano a partir de dos receptores de la misma familia con cierto grado de 

similitud estructural en diferentes segmentos de la secuencia de aminoácidos.24 Los 

templetes utilizados fueron el canal de Cl- activado por glutamato del nematodo 

Caenorhabditis elegans y del canal de iones procarionte de Erwinia crysanthemii. 

Las interacciones de GABA con los aminoácidos del sitio activo se determinaron a 

partir de evidencia experimental de mutaciones puntuales, siendo que GABA forma 

puentes de sal con αR166 y βE155, puentes de hidrógeno con T129, T202, 

interacciones de GABA con S156 y por último hay una interacción de tipo Pi-catión 

con Y205. Además, en el sitio de unión de las benzodiacepinas, la interfaz entre 

las subunidades alfa y gamma se modeló en presencia del modulador alostérico 

diazepam (Ilustración 3-3). 
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Ilustración 3-3 Receptor GABAA isoforma  modelado a partir de especies filogenéticamente 
homologas, en la figura de la derecha se pueden observar las horquillas del sitio ortostérico. El sitio 

ortostérico de GABA se sitúa entre la subunidad  y  mientras que el sitio alosterico de 

benzodiacepinas se encuentre entre la subunidad   y . Realizado mediante el acoplamiento de las 
secuencias de aminoácidos de varias isoformas con relación filogenética y modelado mediante 
softwares de modelado proteico y estabilizado mediante dinámica molecular.  Bergmann y cols. 
2013.24 

 

3.6 Diseño de fármacos asistido por computadora (DiFAC)  

El diseño de fármacos dirigidos a una diana especifica, es  parte de las estrategias 

consideradas en la búsqueda de ligandos con la mayor afinidad posible a su blanco 

para obtener una respuesta terapéutica.29 

En los últimos años, el avance de las diferentes herramientas computacionales ha 

ido mejorando la probabilidad de encontrar moléculas con actividad terapéutica o 

los llamados hit compounds.30 Además, las bases de datos que contienen 

información cristalográfica de las proteínas, así como las secuencias de ADN que 

codifican a estas son de gran ayuda y su número ha ido en aumento.29 

Una de las ventajas del DiFAC son los bajos costos, y el poco tiempo en el que se 

obtienen resultados para la búsqueda de ligandos con gran potencial farmacológico. 

Cabe resaltar que el tiempo depende de la capacidad de procesamiento de los 
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ordenadores que se utilicen para llevar a cabo los ensayos, ya que estos son 

cálculos con un gran requerimiento de procesamiento, relativamente, por lo que a 

mayor capacidad de procesamiento, disminuirá el tiempo y aumentara la 

probabilidad de encontrar candidatos para llevarlos a los ensayos in vitro e in vivo.29  

El desarrollo de diferentes fármacos actualmente comerciales, por ejemplo, 

saquinavir, ritonavir, indinavir y tirofiban han sido sustancialmente beneficiados del 

uso del diseño de fármacos asistido por computadora, utilizando herramientas como 

el docking molecular.31  

El diseño basado en la estructura macromolecular de la diana terapéutica (structure-

based) y el diseño basado en la estructura del ligando (ligand-based) son dos 

métodos en química computacional que ayudan en el diseño de nuevos fármacos.32 

En el primero, herramientas como el acoplamiento molecular (molecular docking) y 

la dinámica molecular (molecular dynamics) sirven para predecir interacciones entre 

el ligando y la diana farmacológica, además de las energías de unión al 

reconocimiento entre estos y las conformaciones espaciales más estables entre los 

dos. En el diseño basado en la estructura del ligando se toma como referencia 

alguna molécula que tenga afinidad y actividad conocida por la diana en estudio, y 

se realiza la comparación de las propiedades fisicoquímicas mediante la correlación 

de la actividad biológica de este con los ligandos propuestos. Por su parte, los 

estudios de relación cuantitativa estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en 

inglés) funcionan tomando como base la estructura del ligando.30,31 

3.6.1 Acoplamiento molecular  

El acoplamiento molecular (molecular docking) es una técnica cuyo objetivo es dar 

una predicción del complejo ligando-proteína en los métodos computacionales, 

arrojando resultados de las conformaciones e interacciones que existen entre estos 

en su estado de menor energía, en donde el receptor puede ser una proteína 

soluble, una enzima, un anticuerpo, una proteína de membrana etc.29,30  

Esta herramienta ha sido de gran utilidad en el diseño de fármacos, realizando 

técnicas como el llamado virtual screening filtrando ligandos virtuales con gran 

potencial farmacológico que, comparado con técnicas como los llamados 
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experimentos high-throughput screening, es de mucho menor costo económico y 

computacional (tiempo en el que se lleva a cabo).30 

Una de las desventajas del acoplamiento molecular es que, si la estructura 

tridimensional del receptor no se encuentra caracterizada por técnicas como RMN 

o difracción de rayos-X, este no se puede realizar. Afortunadamente, existen 

softwares que permiten el modelado de la estructura arquitectónica de alguna 

proteína o receptor con cierta precisión utilizando su secuencia de aminoácidos, 

tomando como templete otra proteína que se encuentre caracterizada y que tenga 

un elevado porcentaje de homología en su secuencia de ADN y por tal la expresión 

estructural y funcional. 33 

El acoplamiento molecular se lleva a cabo en dos pasos: primero se hace un 

muestreo de las conformaciones que puede tomar el ligando en la proteína 

(sampling algorithms), después se realiza una evaluación de esas conformaciones 

mediante métodos matemáticos llamados scoring functions. Dos de los métodos de 

muestreo más utilizados son el llamado Algoritmo Monte Carlo y los algoritmos 

genéticos, como el Lamarckiano, algoritmo basado en poblaciones de 

descendientes de los cuales se escogen los mejores y se parte de esa nueva 

generación para la creación de la siguiente por lo que es un proceso iterativo. Estos 

dos se basan en búsqueda de las conformaciones más estables mediante métodos 

probabilísticos. 30 

Los scoring functions se dividen en diferentes categorías dependiendo de lo que se 

tome en cuenta para la evaluación del complejo ligando-receptor. Con los llamados 

semiempirical scoring functions basados en campos de fuerza (force-field-based) 

en donde se estima la afinidad del ligando por la proteína mediante la suma de las 

fuerzas intermoleculares e intramoleculares posteriores a un cribado molecular 

sobre el receptor. Por ejemplo, Autodock 4.2.6,34 uno de los tantos softwares 

utilizados en las simulaciones de Docking, utiliza un campo de fuerza semi-empírico 

para evaluar las conformaciones registradas durante el ensayo. Este campo de 

fuerza fue parametrizado a partir de un largo número de complejos ligando-proteína 

ya conocidos cuyas constantes de inhibición e interacciones también son conocidas. 

Este campo de fuerza incluye seis evaluaciones por pares (V), unión y repulsión del 
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ligando-ligando, proteína-proteína, proteína-ligando y una estimación de la entropía 

conformacional perdida al unirse (ΔSconf). 34 

𝛥𝐺 = (𝑉𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑
𝐿−𝐿 − 𝑉𝑢𝑛𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑

𝐿−𝐿 ) + (𝑉𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑
𝑃−𝑃 − 𝑉𝑢𝑛𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑

𝑃−𝑃 ) + (𝑉𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑
𝑃−𝐿 − 𝑉𝑢𝑛𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑

𝑃−𝐿 + 𝛥𝑆𝑐𝑜𝑛𝑓) 

 

En donde 𝛥𝐺 es la energía libre del sistema ligando-receptor, L es el ligando y P la 

proteína respecto de la que se está modelando.  

Cada uno de los términos energéticos por pares (V) incluye evaluaciones de 

dispersión, repulsión, puentes de hidrógeno, electrostática y desolvatación:  

𝑉 = 𝑊𝑤𝑑𝑤 ∑
𝐴𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
12 −

𝐵𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
6 + 𝑊ℎ𝑏𝑜𝑛𝑑 ∑ 𝐸(𝑡)

𝐶𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
12 −

𝐷𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
10 + 𝑊𝑒𝑙𝑒𝑐 ∑

𝑞𝑖𝑞𝑗

𝑒(𝑟𝑖𝑗)𝑟𝑖𝑗
+ 𝑊𝑠𝑜𝑙 ∑(𝑆𝑖𝑉𝑗 + 𝑆𝑗𝑉𝑖)𝑒

(
−𝑟𝑖𝑗

2

2𝜎2 )

𝑖,𝑗𝑖,𝑗𝑖,𝑗𝑖,𝑗

 

 

Donde las constantes W han sido optimizadas para calibrar la energía libre empírica 

basada en una serie de constantes de unión experimentalmente determinadas. El 

primer término es un típico potencial 6/12 (potencial de Lennard-Jones) para 

interacciones de dispersión/repulsión. El segundo término es un término direccional 

de enlace de hidrógeno basado en un potencial 10/12. Los parámetros C y D se 

asignan para dar una profundidad máxima en la curva de potencial de 5 Kcal/mol a 

1.9 Å para enlaces de hidrógeno con oxígeno y nitrógeno, y una profundidad 

máxima en la curva de potencial de 1 Kcal/mol a 2.5 Å para enlaces de hidrógeno 

con azufre. La función E(t) proporciona la dirección basada en el ángulo t de la 

geometría ideal de los enlaces de hidrógeno. El tercer término es un potencial de 

Coulomb selectivo para electrostática. El último término (Wsol) es un potencial de 

desolvatación basado en el volumen de los átomos (V) que rodean un átomo dado 

y lo protegen del disolvente, ponderado por un parámetro de solvatación (S) y un 

término exponencial con factor de ponderación de distancia  = 3.5 Å.34 

Por otro lado, Autodock Vina, es un software diseñado por los mismos creadores de 

Autodock 4.2.6 con el objetivo de disminuir el tiempo de cálculo computacional 

teniendo la misma precisión en el resultado, y es un software que hace el cálculo de 

la energía de unión con base en la siguiente ecuación:35 

𝑐 = ∑ 𝑓𝑡𝑖𝑡𝑗
(𝑟𝑖𝑗)

𝑖<𝑗
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Donde la suma de todos los pares de átomos, 𝑡𝑖 y 𝑡𝑗, que se pueden mover con 

respecto a otro, normalmente excluyendo de 1 a 4 interacciones, son definidos por 

un conjunto de funciones de interacción 𝑓𝑡𝑖𝑡𝑗
 con respecto a la distancia interatómica 

𝑟𝑖𝑗. Este valor es determinado por la suma de cada una de las contribuciones de la 

interacciones intermoleculares e intramoleculares:  

𝑐 =  𝑐𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟 + 𝑐𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎 

Las funciones de interacción son definidas en relación con la distancia superficial 

de cada par de átomos. Cada valor está determinado por valores predeterminados 

para cada par de átomos dependiendo del tipo de interacción y esta se determina 

en relación a la distancia entre uno y otro.36 

Estos dos softwares, ampliamente utilizados en el DiFAC, tienen ventajas y 

desventajas uno respecto del otro, dependiendo del objetivo buscado. Por ejemplo, 

una ventaja que tiene autodock 4.2.6 es que se pueden llevar a cabo ensayos de 

acoplamiento tomando en cuenta átomos metálicos en coordinación como el Zn, el 

acoplamiento del ligando en cuyo caso se necesite la presencia explícita del agua, 

o el acoplamiento de ligandos con macrociclos en su estructura. Sin embargo, 

autodock Vina tiene la ventaja de arrojar resultados más rápido, debido a la menor 

cantidad de procesamiento requerida en su algoritmo de búsqueda y con la misma 

precisión que autodock 4.2.6..37–39 

4 Antecedentes 

El primer indicio del uso de agentes anticonvulsivos está dado en el año 1857, en 

un artículo publicado en The Lancet, donde se hace referencia del uso de bromuro 

de potasio como agente anticonvulsivo para mujeres histéricas, cuyas convulsiones 

se creía que estaban relacionadas con su periodo menstrual.40 Después de ese 

hecho, se sabe que el fenobarbital fue sintetizado por primera vez por el químico 

Emil Fischer en 1911, y el posterior descubrimiento de sus propiedades 

anticonvulsivas por el psiquiatra Alfred Hauptmann, aunque el primer uso fue como 

agente hipnótico. Posteriormente el descubrimiento de la fenitoína por Tracy 

Putnam con la ayuda de Frederic Gibbs en 1934, seguido de la etosuximida en la 

década de los 1940 por Parke Davis, la Carbamazepina en 1953 por Schindler at 
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Geigy, y el valproato sódico en 1963 por Pierre Eymard (Ilustración 4-1). Este último 

fármaco es utilizado ampliamente en la práctica clínica como tratamiento de primera 

línea en diferentes síndromes epilépticos. Su mecanismo de acción aun no es del 

todo conocido, sin embargo, se ha demostrado acción sobre la transmisión 

GABAérgica incrementando la síntesis de GABA, reduciendo la liberación de ácido 

-hidroxibutírico, así como la inhibición de receptores como el de NMDA, canales 

de calcio y sodio, además de una modulación serotoninérgica y dopaminérgica. Sin 

embargo, al tener un efecto en la inhibición de la deacetilasas de histonas, se 

convierte en un potencial teratógeno durante el desarrollo embrionario, por lo cual 

está completamente prohibido durante el embarazo.40–42 

Las benzodiacepinas son un grupo farmacológico importante en el tratamiento de 

las crisis convulsivas, síndromes epilépticos y utilizadas ampliamente como 

anestésicos.40 La primera benzodiacepina fue sintetizada en 1955, el 

clordiazepóxido, fármaco encontrado por serendipia mientras trabajaba en 

Hoffmann-La Roche por Leo Sternbach, comercializada en 1960 con el nombre de 

Librium. Tres años después comienza la comercialización por el mismo laboratorio 

del diazepam bajo el nombre de Valium.43  Todos estos agentes tienen como 

objetivos generales, inhibir la respuesta excitatoria o aumentar la respuesta 

inhibitoria actuando por medio de distintos mecanismos de acción.40,44  

 

Ilustración 4-1 Forma ionizada del ácido valproico a pH fisiológico, fármaco utilizado ampliamente en 
la práctica clínica para el tratamiento de diversos síndromes epilépticos .  

 

La búsqueda de nuevos fármacos antiepilépticos ha continuado. El descubrimiento 

de los diferentes mecanismos fisiopatológicos de la epilepsia, así como de 

diferentes enfermedades relacionadas con los niveles bajos del neurotransmisor 



 

 22 

GABA como la corea de Huntington, enfermedad de Parkinson, Alzheimer y  

discinesia tardía,23 han llevado a la búsqueda de moléculas que tengan dianas más 

específicas tratando de evitar los efectos adversos presentes en los fármacos ya 

conocidos.  

 

Ilustración 4-2 benzodiacepinas Librium y Valium respectivamente  

 

La vigabatrina (Ilustración 4-3) fue desarrollada en 1977 por Lippert y cols.,45 

aprobada para ser comercializada como mezcla racémica en el 2009 bajo el nombre 

de Sabril®, siendo el enantiómero (S)-(+)-4 el activo. Actualmente es el único 

inhibidor irreversible de la GABA-AT comercializado.46 Se utiliza en la clínica para 

tratar epilepsia parcial resistente con o sin generalización secundaria (combinando 

otros antiepilépticos), así como en los espasmos infantiles (en monoterapia),47 tiene 

como mecanismo de acción inactivar la GABA-AT reaccionando con el PLP en el 

sitio activo de forma irreversible. Sin embargo, la gran cantidad de dosis 

administrada (1 – 3 g por día) y los efectos secundarios  que trae el tratamiento 

crónico con este fármaco, como el daño irreversible en la retina en alrededor de 

entre 25 y 40% de los pacientes, esto atribuido al mismo grupo vinilo el cual ese 

comporta como un aceptor tipo Michael que por un lado le da la característica de su 

inhibición irreversible sobre la GABA-AT, sin embargo durante este mecanismo, 

este aceptor puede reaccionar con diferentes moléculas creándose así diferentes 

metabolitos los cuales están involucrados en dicho efecto adverso. 2,23 Esto lleva a 

la búsqueda de nuevos inhibidores de GABA-AT, buscando mejorar la eficacia y 

disminuir la toxicidad, así evitando los efectos secundarios que tiene a consecuencia 

de los metabolitos que se generan durante la reacción de inhibición de la 

vigabatrina, que se cree, uno de ellos es lo que causa los efectos secundarios como 

artralgia, visión borrosa, confusión, depresión, diplopía, fatiga, aumento de peso, 
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marcha anormal, ataxia, tos, diarrea, somnolencia, deterioro de la memoria, temblor, 

irritabilidad y dolor faringolaríngeo.20 

 

Ilustración 4-3 Par enantiomérico del inhibidor irreversible de la GABA-AT, -vinil-GABA 
(vigabatrina). 

 

Yue Pan, Jian Qiu y Richard B. Silverman en 2003 publicaron un artículo en el que 

se había reportado previamente un ligando análogo conformacional rígido de 

vigabatrina (Ilustración 4-4), sin embargo, este resultó no ser inactivador de GABA-

AT, sin embargo, fue un buen sustrato con una constante de especificidad de unión 

cinco veces más grande que GABA. Posteriormente mediante acoplamiento 

molecular, determinaron que el doble enlace endocíclico no estaba en la correcta 

orientación para la adición tipo Michael y tampoco era una enamina efectiva para la 

inactivación irreversible de la enzima. Con base en estos resultados realizaron el 

diseño de un nuevo ligando con el doble enlace exocíclico (Ilustración 4-4) el cual 

tuvo un efecto inhibitorio sobre GABA-AT, pero cuando el 2-mercaptoetanol, 

utilizado en los ensayos enzimáticos para crear el medio reducido necesitado por la 

enzima, era agregado para la reacción conjugada de GABA-AT, la inactivación no 

ocurría debido a que el aceptor tipo Michael de la propia molécula es un buen 

electrófilo y por lo tanto se cree que reaccionaba con los tioles del 2-mercaptoetanol, 

inhibiendo el mecanismo de acción de la misma. Debido a esto realizaron el diseño 

de otro análogo sustituido con el grupo difluoruro, el ácido (1S,3S)-3-amino-4-

difluorometilen-1-ciclopentanoico (CPP-115) (Ilustración 4-5), el cual resultó ser 186 

veces más efectivo inactivando GABA-AT, que vigabatrina. Además, este ligando 

no inactiva o inhibe enzimas como la alanina aminotransferasa y la aspartato 

aminotransferasa. Actualmente CPP-115 ha completado la fase 1 de los ensayos 

clínicos. 22,48  
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Ilustración 4-4 Análogos conformacionales rígidos de vigabatrina con doble enlace endoc íclico y con 
el doble enlace exocíclico respectivamente, este último, inhibidor de GABA-AT. 

 
 
 
 

 
Ilustración 4-5 Ácido (1S,3S)-3-amino-4-difluorometilen-1-ciclopentanoico (CPP-115). 

 

Cada vez se vuelven más específicos los estudios que se hacen sobre estos 

fármacos debido a las nuevos métodos computacionales, como son el acoplamiento 

molecular automatizado (molecular docking), estudios de similitud molecular y las 

relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en inglés).49 

En México Tovar-Gudiño et al., en 2018 realizaron el diseño y síntesis de una serie 

de ligandos donde el (R, S)-3-(4-clorociclohexil)-4-(pirrolidin-1-il)-1,1-butanodiol y el 

(R, S)-5-metil-3-(pirrolidin-1-ilmetil)-1,1-hexanodiol, análogos del ácido -(p-

clorofenil)--aminobutírico (Baclofeno) y (S)-pregabalina, respectivamente 

(Ilustración 4-6), fueron candidatos eficaces en la inhibición  de la enzima GABA-AT 

presente en el complejo GABasa de Pseudomonas fluorescens in vitro e in silico, 

además realizaron el estudio computacional de dichos ligandos  con respecto  al 

análisis de similitud molecular (QSAR) , así como  el estudio de acoplamiento 

molecular (molecular docking)  para explicar su carácter inhibitorio basado en 

diferentes parámetros estructurales y electrónicos sobre la enzima GABA-AT 

humana, resultando mejor candidato el ácido (4-clorofenil)-4-(pirrolidin-1-

il)butanoico para pruebas biológicas in vitro para corroborar su actividad inhibitoria 

sobre la enzima.50  
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Ilustración 4-6 (R, S)-3-(4-clorociclohexil)-4-(pirrolidin-1-il)-1,1-butanodiol y el (R, S)-5-metil-3-

(pirrolidin-1-ilmetil)-1,1-hexanodiol, análogos de ácido -(p-clorofenil)--aminobutírico (Baclofeno)y 
(S)-pregabalina, respectivamente. 

 

En 2015 Hoang V. Le, Dustin D Hawker, et al., realizaron el diseño de una serie de 

derivados de tetrahidrotiofenos, para lo cual solo dos fueron débiles inhibidores 

reversibles, mientras otros dos fueron potentes inactivadores de la GABA-AT. El 

ácido (2S,4S)-4-aminotetrahidrotiofen-2-2-carboxílico fue 8 veces más eficiente 

como inactivador de GABA-AT que vigabatrina, y con una rapidez de inactivación 

casi 20 veces mayor, mientras que el ácido (2R,4S)-4-aminotetrahidrotiofen-2-

carbixílico (Ilustración 4-7) solo fue la mitad de eficiente que vigabatrina. Además, 

mencionan que el ácido (2S,4S)-4-aminotetrahidrotiofen-2-2-carboxílico unido al 

PLP como metabolito, forma una interacción entre el átomo de azufre y el grupo 

carboxilo de Glu270, la cual puede ser la primera interacción de ese tipo reportada 

y que contribuye a la estabilización del metabolito en el sitio activo de GABA-AT. 20 

 

Ilustración 4-7 Ácido (2S,4S)-4-aminotetrahidrotiofen-2-2-carboxílico y el ácido (2R,4S)-4-
aminotetrahidrotiofen-2-carbixílico respectivamente. 

 

En el 2013 Hira Iftikha, Siadra Batool, et al., presentaron un trabajo donde realizaron 

la evaluación in silico, utilizando la técnica de acoplamiento molecular (docking) de 

una serie de ligandos derivados del ácido 4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) butanoico que 

previamente habían sido sintetizados y evaluados, resultando ser buenos 
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inhibidores de GABA-AT en pruebas in vitro. Utilizando como templete el cristal de 

GABA-AT de Sus scrofa (PDB-ID: 1OHV) realizaron el modelado de GABA-AT 

humana utilizando servidores en línea, obteniendo mediante el análisis del gráfico 

de Ramachandran, que el 99% de los residuos se encontraban en regiones 

permitidas de ángulos diedros válidos y ninguno de los residuos del sitio activo se 

encontró en un sitio no permitido. El acoplamiento se realizó sobre las dos enzimas 

(templete y modelo) utilizando Autodock 4.2 obteniendo valores de energía de 

enlace entre proteína-ligando (ΔG de unión) para GABA-AT de Sus scrofa en un 

rango de -7.11 a -9.29 Kcal/mol y para la humana de -6.89 a -8.34 Kcal/mol, además 

de que todos los ligandos se unieron en un mismo sitio (Ilustración 4-8). Los 

aminoácidos involucrados en las interacciones de estos ligandos en Sus scrofa 

fueron Gly136, Asp298, Thr353, Gln301, Ser137A y Arg192, mientras que para 

Homo sapiens fueron Gly164, Asp326, Thr381, Gln329, Ser165 y Arg220. 

 

 

Ilustración 4-8 Dos de los derivados del ácido 4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) butanoico con mejor energía 
de unión a las dos enzimas, la 4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-N-(4-nitrofenil) butanamida y 4-(1,3-
dioxoisoindolin-2-il)-N-(4-etilfenil) butanamida respectivamente. 

 

4.1 N-pantoilGABA  

N-pantoilGABA fue sintetizado en 1971 a partir de Pantolactona y GABA como 

posible fármaco para tratar enfermedades mentales, ya que se sabía que este 

atravesaba barrera hematoencefálica al contrario de GABA.51 Los enantiómeros de 

la pantolactona son ampliamente utilizados en la síntesis orgánica enantioselectiva, 

y se han propuestos varios métodos para resolver la mezcla enantiomerica.52–54 La 

síntesis de varias amidas con la apertura amínica partiendo de la pantolactona han 

sido realizados a partir de varios métodos propuestos, utilizando aminas como 

bases fuertes en la formación del nucleófilo amínico del GABA.51,55,56 La sal de calcio 
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del ácido D-homopantoténico fue aprobada en 1977 para la práctica clínica en 

Rusia.57 Actualmente este fármaco se encuentra en venta bajo el nombre de 

Pantogam® en presentación de comprimidos de 250 y 500 mg en dicha nación. Sus 

indicaciones van desde afectaciones cognitivas debido a diferentes condiciones en 

el SNC, incluyendo consecuencias de neuroinfecciones y traumatismos, 

esquizofrenia, insuficiencia cerebrovascular, hipercinesis extrapiramidales, 

epilepsia en combinación con otros anticonvulsivos para mejorar la desaceleración 

cognitiva como efecto secundario de algunos antiepilépticos entre algunos otros.   

 

Ilustración 4-9 Enantiómeros de N-pantoilGABA, utilizado en el tratamiento de déficits cognitivos y 
como coadyuvante en el tratamiento de síndromes epilépticos . 

 

Es poca la evidencia que se encuentra de este fármaco. En rusia se comercializa 

los estereoisómeros D y L (R Y S, respectivamente) de la sal de calcio de N-

pantoilGABA, sin embargo, se ha demostrado que el enantiómero R es el que tiene 

mayor interacción sobre los diferentes blancos. Se ha comprobado que el efecto 

directo de N-pantoilGABA recae en la unión a los canales iónicos de GABA tanto A 

y B, e indirecto mediante la modulación sobre otros sistemas como el colinérgico 

aumentando la biosíntesis de acetilcolina principalmente en la corteza cerebral y 

dopaminérgico interactuando con los receptores de dopamina D2 incrementando 

los niveles de esta sobre todo en ganglios basales. También, se menciona que no 

suele crear adicción así como que presenta una baja toxicidad y se puede utilizar 

para las diferentes patologías antes mencionadas.57–63 
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5 Planteamiento del problema 

El tratamiento farmacológico para los diferentes síndromes epilépticos aun contiene 

bemoles que interfieren en una respuesta eficaz; efectos adversos, altas dosis 

requeridas, farmacorresistencia, uso de polifarmacia, siendo los síndromes 

epilépticos suprarefractarios el mayor exponente de estas contrariedades. 

6 Justificación 

N-pantoilGABA es un medicamento aprobado para su venta en pocos países como 

Rusia. Tiene un efecto depresor sobre el SNC debido a su interacción directa sobre 

los receptores de GABA en el sistema GABAérgico, e indirecta por la interacción 

con otros sistemas como el colinérgico y dopaminérgico. Se utiliza en combinación 

con otros fármacos para el tratamiento de los síndromes epilépticos, además como 

neurotrópico y antipsicótico, demostrando baja toxicidad con pocos efectos 

adversos, además de que no crea dependencia. La búsqueda de fármacos análogos 

a N-pantoilGABA, es relevante para tratar de diluir los bemoles en el tratamiento 

contra la epilepsia.  

7 Hipótesis 

El diseño in silico y la síntesis de análogos de N-pantoilGABA que contengan como 

núcleo estructural la porción acíclica producto de la aminólisis de pantolactona con 

aminas análogas a GABA, interactuarán con mejores energías y modos de unión 

con proteínas del sistema GABAérgico, generando un efecto antiepiléptico en las 

pruebas in vivo. 

8 Objetivos 

8.1 Objetivo general 

Diseñar y determinar los mejores candidatos en los ensayos in silico análogos a N-

pantoilGABA que contengan aminas análogas a GABA en su estructura molecular, 

dirigidos a inhibir a la GABA-AT e interactuar con los receptores GABAA, llevarlos a 

la síntesis orgánica producto de la apertura por aminólisis de la mezcla de (R,S)-
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pantolactona para posteriormente evaluarlos in vivo utilizando el modelo de 

generación de crisis convulsivas inducidas por PTZ con el fin de determinar si existe 

un efecto anticonvulsivante producto de la modulación del sistema GABAérgico. 

8.1.1 Objetivos particulares 

• El diseño de análogos de N-pantoilGABA, derivados de la mezcla racémica 

de pantolactona con aminas análogas a GABA por adición del grupo amino 

al carbono carbonilo de la lactona y su apertura. 

• Evaluar in silico las moléculas propuestas dirigidas a inhibir a la enzima 

GABA-AT e interactuar con el receptor de GABAA mediante herramientas 

como el acoplamiento molecular (Docking) y la dinámica molecular, con el fin 

de estimar su posible actividad sobre el sistema GABAérgico.  

• Sintetizar y caracterizar mediante RMN de 1H y 13C a N-pantoilGABA y los 

mejores candidatos con el fin de correlacionar los resultados obtenidos in 

silico con lo experimental.  

• Poner a prueba in vivo a N-pantoilGABA y los mejores candidatos 

sintetizados utilizando el modelo de crisis convulsivas inducidas con PTZ 

empleando como control positivo a valproato de sodio y vigabatrina.  

9 Metodología 

9.1 Ensayos in silico 

Se propusieron estructuras análogas a N-pantoilGABA (11 y 12), de donde se tomó 

como ligando líder al par enantiomérico de pantolactona, realizando la apertura de 

esta mediante la adición de aminoácidos análogos a GABA. Se dibujaron por 

separado cada uno de los estereoisómeros resultantes de la apertura del par 

enantiomérico de la pantolactona y los enantiómeros de los aminoácidos utilizados 

para tal reacción según fuese el caso. (Tabla 9-1Error! Reference source not found.) 

Todas las estructuras se dibujaron con el software ACD/ChemSketch64 y fueron 

convertidas a un formato 3D (Matriz-Z) con el programa GaussView5.0.65 

Posteriormente, se calcularon las formas ionizadas a pH fisiológico de las 

estructuras con el software MarvinSketch66 a partir de estos resultados se 

optimizaron con el fin de encontrar las geometrías más estables determinando la 
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energía más cercana al mínimo global por cálculo adicional de las frecuencias 

vibracionales empleando un nivel de cálculo semiempírico y una base PM6 en un 

modelo solvatado CPCM (con agua como disolvente) respectivamente a través del 

software Gaussian 16W.67 Así mismo, se realizó la optimización y el modelado 

siguiendo las mismas pautas descritas para ligandos control como GABA (1), el par 

enantiomérico de vigabatrina (2 y 3)  y pantolactona (5 y 6), valproato (4), así como 

para los ácidos (R)- y (S)-2,4-dihidroxi-3,3-dimetilbutanoicos, estos últimos producto 

de la hidrólisis de la (R)- y (S)-pantolactona respectivamente.  

9.1.1 Evaluación de propiedades fisicoquímicas ADME-Tox in silico 

Para el diseño de los ligandos propuestos, se tomó en cuenta la regla de los 5´s de 

Lipinski,68 tratando así de obtener ligandos que presentasen un buen coeficiente de 

reparto (LogP) y por lo tanto una buena permeabilidad de membrana, aumentando 

la probabilidad de que estos crucen la barrera hematoencefálica. Además de 

reportar el valor del TPSA (topological polar surface area), para el cual el nivel 

óptimo en el caso de ligandos los cuales su blanco se encuentra en el SNC, es que 

sea menor de 90 Å2.69 Estas propiedades fueron evaluadas en los softwares 

Molinspiration Cheminformatics70 y SwissADME71. 
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Sustituyente   Número Nombre 

H 
(R)-Pantoil 9 (R)-2,4-dihidroxi-3,3-dimetilbutanamida 

(S)-Pantoil 10 (S)-2,4-dihidroxi-3,3-dimetilbutanamida 

 

(R)-Pantoil 11 (R)-N-pantoilGABA 

(S)-Pantoil 12 (S)-N-pantoilGABA 

 

(R)-Pantoil 13 Ácido (R)-pantoil-L-aspártico 

(S)-Pantoil 14 Ácido (S)-pantoil-L-aspártico 

 

(R)-Pantoil 15 Ácido (R)-pantoil-D-aspártico 

(S)-Pantoil 16 Ácido (S)-pantoil-D-aspártico 

 

(R)-Pantoil 17 Ácido (R)-pantoil-L-glutámico 

(S)-Pantoil 18 Ácido (S)-pantoil-L-glutámico 

 

(R)-Pantoil 19 Ácido (R)-pantoil-D-glutámico 

(S)-Pantoil 20 Ácido (S)-pantoil-D-glutámico 

 

(R)-Pantoil 21 (R)-pantoil-(S)-vigabatrina 

(S)-Pantoil 22 (S)-pantoil-(S)-vigabatrina 

 

(R)-Pantoil 23 (R)-pantoil-(R)-vigabatrina 

(S)-Pantoil 24 (S)-pantoil-(R)-vigabatrina 

Tabla 9-1Propuesta de ligandos tomando como núcleo estructural al par enantiomérico (R) - y (S)-2,4-
dihidroxi-3,3-dimetilbutanamida, (R)-9 y (S)-10 

 

9.1.2 Generación y validación de modelos 3D de la GABA-AT  

Para llevar a cabo el reconocimiento molecular, se requirió de ambas isoformas de 

GABA-AT con la correspondiente extensión informática .pdb. No obstante, las 

estructuras cristalográficas de las GABA-AT de las que se tiene información y fueron 

relevantes para el presente trabajo, fueron las isoformas de Sus scrofa (PDB ID: 

1HOV) y Escherichia coli (PDB ID: 1SZK). Estas fueron de utilidad en la generación 

de modelos 3D a partir de la secuencia de aminoácidos conocida de la enzima de 

humano (Homo sapiens) y de la bacteria Pseudomonas fluorescens. Esta última 

debido a que es con la que se cuenta en el laboratorio para realizar las pruebas in 

vitro y así poder realizar una correlación con los ensayos in silico e in vivo. En cada 

caso tanto la secuencia molde (templete) como la de la estructura 3D a generar 

(modelo), fueron alineadas buscando la mayor coincidencia entre secuencias, 

tomando especial atención de no omitir el orden y la totalidad de los residuos de 

aminoácido presentes en los sitios catalíticos activos.  

(R)-Pantoil 

(S)-Pantoil 
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Los modelos fueron generados a través de la plataforma bioinformática SWISS-

MODEL.33 El modelo de la isoforma de homo sapiens se generó a partir de la 

isoforma dimérica expresada por Sus scrofa (PDB ID: 1OHV) y el modelo 

correspondiente de Pseudomonas fluorescens a partir del tetrámero de Escherichia 

coli (PDB ID: 1SZK). Mediante el análisis gráfico de Ramachandran fueron 

evaluados los residuos de aminoácidos de las proteínas modeladas (ángulos phi y 

psi). 

9.1.3 Optimización de los análogos de GABA 

La estructura ionizadas a pH fisiológico y calculadas previamente, fueron 

modelados con el software GaussianView65 optimizados con el paquete de 

programas Gaussian.67 Para este fin se utilizó un nivel de teoría semi-empírico con 

una base PM6 mediante la optimización de las geometrías más el cálculo de las 

frecuencias vibracionales, en adición a la solvatación por moléculas de agua en un 

modelo CPCM, suficientes para obtener las estructuras de partida. Como 

estructuras de referencia del Docking y con el fin de dar validez del reconocimiento 

molecular, se emplearon, como se mencionó previamente, a GABA (1), el par 

enantiomérico de vigabatrina (2 y 3) y pantolactona (5 y 6), valproato (4), así como 

los ácidos (R)- y (S)-2,4-dihidroxi-3,3-dimetil butanoicos (7 y 8). Una vez recabada 

la información anterior, todas las estructuras optimizadas fueron convertidas a las 

extensiones informáticas necesarias para el reconocimiento molecular con las 

isoformas de la enzima de Sus scrofa, Homo sapiens y Pseudomonas fluorescens, 

estas dos últimas modeladas y validadas.  

9.1.4 Preparación del Docking sobre los receptores GABA-AT  

Una vez obtenidos los modelos por homología de las dos isoformas de GABA-AT y 

el cristal  ampliamente empleado en el reconocimiento de candidatos a fármacos, 

además de los ligandos propuestos con el nivel mínimo de energía conformacional 

(cercano al global) en sus respectivas extensiones informáticas, estos fueron 

manipulados con el software AutoDockTools 1.5.636 A partir de este software, se 

generaron cada uno de los archivos necesarios para efectuar un docking “ciego” en 

el software autodock vina36, indicándole al programa cada una de las torciones (a 
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partir de los grados de libertad) de las moléculas en estudio a considerar durante el 

ensayo.  

9.1.5 Reconocimiento molecular  

Se realizaron 1,000 ensayos de docking “ciego” de cada uno de los ligandos 

propuestos y los controles sobre las tres isoformas de GABA-AT propuestas en este 

trabajo (Sus scrofa, Homo sapiens y Pseudomonas fluorescens) a través del 

software Autodock vina.36 Se determinó el sitio de unión más probable de los 

ligandos a partir del RMSD arrojado por vina. El RMSD (root mean square deviation) 

es un valor utilizado para determinar la desviación (diferencia de cuadrados) con 

respecto a un punto de partida en la caja que contiene a la molécula. AutoDock Vina 

selecciona arbitrariamente un átomo de la proteína al azar asignándole un valor de 

RMSD igual a 0 y a partir de este punto de referencia espacial determina la posición 

del sitio de unión del ligando en un docking “ciego” medido en unidades de RMSD.35 

Para esto se tomaron en cuenta intervalos de RMSD de 1 unidad a partir del 0 hasta 

el 48 (0-1, 1-2, 2-3 … 47- 48), debido a que el valor más alto de RMSD (distancia 

más alejada del punto de referencia) arrojado por vina fue de 47, cotejando así, a 

partir de 1,000 ensayos de docking “ciego” para cada ligando, que intervalo 

resultaba con mayor frecuencia y por ende el sitio de unión más frecuente. Esto se 

reportó como % de veces que el ligando se unió en ese sitio de la proteína por cada 

1,000 ensayos. A partir de todos los resultados del sitio de unión con mayor 

frecuencia encontrados, se eligió de entre todos el que tenía ΔG más exergónico. 

Este fue convertido a la extensión informática correspondiente y posteriormente se 

analizaron las interacciones resultantes con los aminoácidos del sitio de unión más 

probable de la respectiva proteína.  

El sitio activo de la GABA-AT humana se determinó tomando en cuenta el de Sus 

scrofa, alineando y superponiendo las secuencias de aminoácidos de las dos 

proteínas, mientras que para P. fluorescens los aminoácidos que conforman el sitio 

activo fueron: Ile51, Gln80, Ser113, Tyr139, Arg142, Tyr156, Gly211, Asp240, 

Val242, Gln243, Lys269, Ser270 Gly296, Thr298, Leu389 y Arg399 en acuerdo con 

la literatura.72,73 
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9.1.6 Ensayos in silico del receptor GABAA 

Para los ensayos in silico sobre el receptor GABAA se tomó el modelo reportado por 

Bergmann y colaboradores,24 haciendo el tratamiento del mismo utilizando el 

software AutoDock Tools,74 y posteriormente utilizando la plataforma CHARM GUI75, 

el receptor se incrustó en una membrana bilipídica y se generaron los archivos con 

las instrucciones del ensayo en el formato requerido, compatibles con el software 

GROMACS.76 Primero se realizó la minimización y equilibración de cargas del 

sistema, para finalmente ejecutar el ensayo de dinámica molecular a un tiempo de 

120 ns. Se empleó el software VMD77 para manipular los resultados de la dinámica, 

tomando las conformaciones a los tiempos de 0, 60 y 120 ns como plantillas para 

los ensayos de docking, utilizando el mismo esquema para las isoformas de la 

enzima GABA-AT antes mencionadas.  

9.2 Síntesis y caracterización de los análogos de GABA 

De los resultados obtenidos en los ensayos in silico, se seleccionaron los análogos 

de N-pantoilGABA con mejor energía de enlace y acoplamiento molecular para ser 

obtenidos mediante una metodología sintética viable. Se realizó el diseño de la 

síntesis free solvent, esto con la finalidad de llevar a cabo prácticas de green 

chemistry. La caracterización de los ligandos obtenidos se realizó mediante 

resonancia magnética nuclear de protón y carbono.  

9.3 Ensayos biológicos in vivo 

Como parte de la evaluación de la interacción con el sistema GABAérgico de los 

ligandos propuestos, se realizaron los ensayos biológicos in vivo.  

En la determinación de la dosis letal media (DL50) por medio del método de Lorke78 

y determinación de la actividad anticonvulsivante utilizando el modelo de inducción 

de convulsiones con PTZ se emplearon ratones macho de la cepa CD-1 de 8 a 12 

semanas de edad y con un peso promedio de 35 g.  

Todos los manejos realizados con los animales cumplieron con los requerimientos 

estipulados por la NOM-062-ZOO-1999.79 Los animales de experimentación se 
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mantuvieron bajo condiciones de luz controlada 12h (9:00 – 21:00 horas), además 

de agua y alimento ad libitum. Todos los animales estudiados fueron eutanizados 

considerando lo que dicta la NOM-033-ZOO-1995,80 y en apego a la normatividad 

del reglamento del Comité Interno para el Cuidado y Uso de animales de Laboratorio 

(CICUAL-IPN) de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional 

(ESM-IPN). 

La vía de administración de las mezclas racémicas sintetizadas y purificadas fue 

intraperitoneal, mientras que la vía de administración del PTZ fue subcutánea 

debido a la cercanía con el SNC y por supuesto, tratar de no intervenir en su 

absorción ya que los ligandos propuestos fueron administrados por vía ip. Se utilizó 

solución salina fisiológica al 0.9% como vehículo de todas las sustancias 

administradas. 
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10 Resultados y discusión  

10.1 Validación de propiedades fisicoquímicas y ADME-Tox in sillico 

Una vez que las moléculas representadas en la Tabla 9-1 fueron dibujadas con el 

programa MarvinSketch 6.0.066  se determinó la forma ionizada a pH fisiológico (7.4) 

con el mismo programa a una temperatura de 298 K. Con los resultados arrojados 

por el software, y estas se introdujeron a la plataforma SWISS-ADME71 y 

Molinspiration70 para determinar las propiedades enlistadas en la Tabla 10-1. Cabe 

mencionar que dichos softwares, no hacen distinción entre estereoisómeros, por lo 

que se agruparon en diastereoisómeros para mostrar las propiedades por cada 

grupo.   

 
MOLÉCULAS  LOGP* TPSA Å2* P-GP 

SUBSTRATO** 
GI 

ABSORCIÓN** 
VIOLACIONES A LA REGLA DE 

LOS 5’S DE LIPINSKI** 
PERMEANTE A 

BHE** 

1 -1.10 63.32 No Alta 0 No 
2,3 -3.11 66.15 No Alta 0 No 
4 0.09 40.13 No Alta 0 Si 

5,6 -0.60 46.53 No Alta 0 No 
7,8 -3.27 80.58 No Alta 0 No 

9,10 -1.07 83.55 No Alta 0 No 
11,12 -3.63 109.68 No Alta 0 No 

13,14,15,16 -4.42 149.81 No Baja 0 No 
17,18,19,20 -4.22 149.81 No Baja 0 No 
21,22,23,24 -3.00 109.68 No Alta 0 No 

Tabla 10-1 Valores calculados a partir de las formas ionizadas a pH fisiológico con los softwares 
molinspiration* y SwissADME ** 

 

Se puede observar que el único ligando que obtiene un LogP positivo es el 

valproato, esto debido a su carácter hidrofóbico propio de su estructura molecular, 

sin embargo, los demás ligando obtuvieron valores de LogP negativos, esto 

atribuido a los grupos polares distribuidos dentro de las estructuras, como los son 

los hidroxilos de la parte del grupo pantoilo, además de la amida en caso de ligandos 

propuestos y amina en el caso de los aminoácidos GABA y vigabatrina. Esto último 

viéndose reflejado en la columna de permeabilidad a la barrera hematoencefálica 

predicha, cuyo único ligando con probabilidad de cruzar es el valproato. Ninguno de 

los ligandos resulto ser sustrato de la glucoproteína-P y ninguno incumple con algún 

punto de las reglas de los cinco de Lipinski. Cabe mencionar que los ligandos 



 

 37 

enantiómericos propuestos de pantoilAspartato y pantoilglutamato resultaron tener 

una baja probabilidad de ser absorbido por vía gastrointestinal.  

10.2 Generación de los modelos  

Los modelos de las proteínas de GABA-AT humana y de Pseudomonas fluorescens 

fueron modelados en la plataforma SwissModel.33 Los modelos fueron validados a 

través de la misma plataforma haciendo el análisis del gráfico de Ramanchandran 

(Ilustración 10-1) y el porcentaje favorecido de los ángulos diedros (ángulos phi y psi) 

entre aminoácidos. 

En el caso del modelo de GABA-AT humana, se tomó como templete el cristal de 

Sus scrofa (PDB ID: 1OHV) con 96% de identidad en su secuencia de aminoácidos 

y con 92% de cobertura. Obteniendo 96.08% de ángulos diedros favorecidos, 0.65% 

de valores atípicos en estos y solo 2.02% de rotámeros atípicos. En el caso del 

modelo de GABA-AT de Pseudomonas fluorescens esta fue modelada a partir del 

templete de Escherichia coli (PDB ID: 1SZK) con un 73.93% de identidad en su 

secuencia de aminoácidos y con 97% de cobertura. Obteniendo un 95% de ángulos 

diedros favorecidos, 0.89% de valores atípicos en estos y solo 0.39% de rotámeros 

atípicos.  
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Ilustración 10-1 Gráficos de Ramanchandran en general para GABA-AT Humana y de P. fluorescens  
modeladas utilizando como templete sus Scrofa (PDB ID: 1OHV) y Escherichia coli (PDB ID: 1SZK) 
respectivamente, se puede notar que los aminoácidos caen dentro de las áreas sombreadas y son pocos 
lo que se salen de estas, esto correlacionando una buena conformación con respecto a los ángulos 
diedros. 

 

10.3 Resultados de Docking  

10.3.1 Docking sobre el cristal de PDB:ID 1OHV  

Para el cristal de GABA-AT de Sus scrofa (PDB-ID: 1OHV), los resultados de 

docking “ciego” se muestran en la Tabla 10-2. A primera vista se puede observar que 

el G de unión de los ligandos propuestos se vuelve más exergónico con la porción 

acíclica de pantolactona para el caso de GABA y los enantiómeros de vigabatrina 

unida a su estructura por un enlace amida, gracias a sus contribuciones adicionales 

de aceptores y donadores de puentes de hidrógeno al reconocimiento. Todos los 

ligandos con la porción acíclica de la pantolactona en su estructura mostraron un 

G más exergónico que las moléculas propuestas sin la porción acíclica, (controles 

y el VAS) gracias a la amida formada y el hidroxilo más la porción hidrofóbica 

correspondiente en adición a GABA. 

Se puede mencionar que los 4 diastereoisómeros de N-pantoilVigabatrina (21, 22, 

23 y 24) junto con el diastereoisómero 14 de N-pantoilaspartato (14) resultaron ser 

las 5 moléculas más exergónicas al reconocimiento. GABA fue el ligando menos 
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exergónico debido a que solo posee un grupo aceptor y un donador de puentes de 

hidrógeno.  

 

Ligando Número ΔG pKd Ligando Número ΔG pKd 
pant_R_Viga_S 21 -7.3 -5.4 pant_S_D_Asp 16 -6.3 -4.6 
pant_S_Viga_S 22 -7.2 -5.3 pant_R_L_Glu 17 -6.1 -4.5 
pant_S_Viga_R 24 -7.2 -5.3 PLC_R 6 -5.6 -4.1 
pant_S_L_asp 14 -7.0 -5.1 S_VGB 2 -5.2 -3.8 
pant_R_Viga_R 23 -7.0 -5.1 R_VGB 3 -5.2 -3.8 
pant_R_GABA 11 -6.8 -5.0 VAS 4 -5.2 -3.8 
pant_S_GABA 12 -6.8 -5.0 pant_R 9 -5.2 -3.8 
pant_R_D_Glu 19 -6.8 -5.0 pan_R 7 -5.1 -3.7 
pant_R_L_asp 13 -6.6 -4.8 pan_S 8 -5.1 -3.7 
pant_S_L_Glu 18 -6.6 -4.8 PLC_S 5 -5.0 -3.7 
pant_S_D_Glu 20 -6.5 -4.8 pant_S 10 -4.9 -3.6 
pant_R_D_Asp 15 -6.4 -4.7 GABA 1 -4.5 -3.3 

 
Tabla 10-2 Resultados de docking ciego con AutoDock Vina sobre 1OHV, se puede notar el aumento en 
la energía de enlace por parte de los ligandos que contienen el núcleo pantoilo en su estructura.  

 

Después de realizar la selección del resultado de docking ciego a partir del sitio con 

mayor frecuencia de unión y más exergónico (procedimiento previamente descrito) 

se revisaron las interacciones entre el ligando y la proteína, cotejando si existía 

interacción con alguno de los aminoácidos del sitio catalítico activo (Tabla 10-3). 

 

Ligando No 
Arg 

 192A 
Thr  

353B 
Lys  

329A 
% de unión al sitio más probable   

GABA 1 ✓ ✓  34.6 

pant_R_GABA 11 ✓ ✓  37.2 

pant_S_GABA 12 ✓ ✓  37.0 
pant_R_L_asp 13   ✓ 62.3 

pant_S_L_asp 14   ✓ 65.1 

pant_R_D_Asp 15   ✓ 51.6 

pant_S_D_Asp 16   ✓ 59.2 

pant_R_L_Glu 17   ✓ 57.7 

pant_S_L_Glu 18    56.6 

pant_R_D_Glu 19   ✓ 46.2 

pant_R_Viga_S 21 ✓ ✓  39.4 

pant_S_Viga_S 22    24.4 

pant_R_Viga_R 23 ✓ ✓  50.8 

pant_S_Viga_R 24 ✓ ✓ ✓ 45.7 
Tabla 10-3 Interacciones encontradas entre aminoácidos del sitio activo de la estructura del cristal de 
1OHV y cada ligando. Solo se muestran los ligandos que resultaron con interacciones hacia los 
aminoácidos del sitio activo como sitio de unión más probable. 
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Para GABA, que es el ligando endógeno a mejorar en su proceso de 

neurotransmisión, solo se presentaron dos interacciones con Arg192A y Thr353B, 

interacciones reportadas en múltiples referencias,2,20–22,50 con 34.6% de 

probabilidad de unión a este sitio, en cambio, ninguno de los dos enantiómeros de 

vigabatrina, VAS o los controles utilizados presentó alguna interacción con alguno 

de los aminoácidos del sitio de activo. Por otro lado, el diastereoisómero 24 de N-

pantoilVigabatrina fue el que presentó un mayor número de interacciones con los 

aminoácidos del sitio activo y tuvo una probabilidad de unión a tal sitio del 45.7%. 

Los diastereoisómeros 22, 18, y 20 no presentaron interacciones con ningún 

aminoácido, a pesar de permanecer cerca del sitio activo. El diastereoisómero de 

N-pantoilaspartato 14, tuvo un 65.1% de probabilidad de unión en ese sitio, sin 

embargo, en el análisis de las interacciones solo presentó una con Lys329A. Los 

1,000 resultados del docking ciego sobre la enzima de cada uno de los ligandos 

propuestos y controles fueron superpuestos para observar el patrón de unión 

registrado. Con esto se pudo visualizar que los ligandos propuestos con el 

fragmento pantoilo, (con mayor energía de unión y número de interacciones hacia 

aminoácidos del sitio activo en aproximadamente 50% de las veces) se unieron 

cerca o dentro del sitio activo de la cadena A de la enzima, mientras que 

aproximadamente el otro 50% se unió en el otro sitio activo de la cadena B, siendo 

que esto no ocurrió con ninguno de los controles incluyendo al propio GABA, para 

los cuales hubo más entropía (desorden) en los sitios de unión  (Figura 10-1). 
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Ilustración 10-2 Representación 2D de las interacciones dadas en el sitio activo de 1OHV para GABA 
(a) y Pant_R_Viga_S (b) en el sitio de mayor probabilidad de unión en docking ciego.  

 
 
En la Ilustración 10-2 se observa que el ligando GABA y el diastereoisómero 21 de 

N-pantoilVigabatrina (ligando con el mejor ΔG al reconocimiento) compartieron 

interacciones por puentes de hidrógeno en el sitio activo con los aminoácidos 

Arg192, Glu270,Tyr69 y Thr353, no siendo así el caso de la Lys329, para la cual 

GABA, se presentó con una interacción de tipo puente de sal entre el oxígeno 

Figura 10-1 Resultados del docking ciego superpuestos en el cristal 1OHV entre la GABA-AT y 
Pant_R_Viga_S (21), con el ΔG menos exergónico y el más exergónico (respectivamentede-4.5 y -7.3 
kJ/mol). Los ligandos se muestran en amarillo, los sitios activos están representados por la superficie 
dibujada en el centro de la enzima (mapa mostrado en forma de nube electrostática al interior). Las 
flechas indican los sitios de unión más frecuentes para el ligando 21. Cabe mencionar que los sitios de 
unión para GABA quedaron más dispersos respecto de los ligandos propuestos.  

a b 
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desprotonado del ácido carboxílico y la amina de la Lys con una distancia de 4.362 

Å, mientras que para el ligando 21 no se mostró tal interacción. Sin embargo, 

cuando se realizó el análisis de las interacciones, se encontró que la Lys329 queda 

a una distancia aproximadamente igual (4.394 Å) entre el nitrógeno de la Lys329 y 

el oxígeno carboxílico del ligando 21, quedando más alejado el carbono con carga 

negativa (Ilustración 10-3). Esto último orientando a que el grupo vinilo tuvo una gran 

influencia en la torción de la porción de GABA, ya que a diferencia de los ligandos 

derivados de vigabatrina, N-pantoilGABA si mostró tal interacción de puente de sal 

con Lys329. Cabe resaltar la interacción de puente de hidrogeno que en los 

diferentes diasterómeros de N-pantoilVigabatrina y N-pantoilGABA se mostró entre 

el oxígeno carbonílico de la Gly438 y el hidrógeno del hidroxilo de la posición 2 de 

la fracción pantoilo, presente en todos los ligandos que quedaron dentro del sitio 

catalítico.  
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Ilustración 10-3 Representación 3D de las interacciones dadas en el sitio activo catalítico de 1OHV para 
GABA (a) Pant_R_Viga_S (b) y Pant_R_GABA (c) en el sitio de mayor probabilidad de unión en las 
simulaciones de docking ciego, además de las distancias entre el nitrógeno de la Ly329 y los oxígenos 
de los diferentes ligandos. 

  

c 

a b 

GABA 
Pant_R_Viga_S 

Pant_R_GABA 
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10.3.2 Docking sobre isoforma modelada de Homo sapiens 

Para la enzima humana modelada de GABA-AT, los resultados de docking ciego 

se muestran en la Tabla 10-4; se puede observar una tendencia similar a la de 

los ligandos sobre la isoforma de Sus scrofa (1OHV), donde la unión a la 

proteína se mostró más exergónica por parte de la porción acíclica de la 

pantolactona unida a la estructura tanto de GABA, así como por parte de los 

enantiómeros de los derivados de vigabatrina, gracias a las contribuciones 

adicionales al reconocimiento de los electrones Pi y puentes de hidrógeno. De 

forma adicional, todos los ligandos con la porción acíclica de pantolactona unida 

a su estructura resultaron ser más exergónicos al acercamiento sobre el sitio 

de unión mencionado contra los ligandos sin dicha porción en su estructura, y 

los controles, más VAS. GABA resultó poseer un G muy similar al obtenido 

con el cristal de Sus scrofa. Al igual que la isoforma mencionada, todos los 

diastereoisómeros de N-pantoilVigabatrina (21, 22, 23 y 24) resultaron ser los 

más exergónicos al reconocimiento. 

 
Ligando Número ΔG pKd Ligando Número ΔG pKd 

pant_S_Viga_S 22 -7.3 -5.4 pant_S_D_Asp 16 -6.3 -4.6 
pant_S_Viga_R 24 -7.3 -5.4 pant_S_L_Glu 18 -6.3 -4.6 
pant_R_Viga_S 21 -7.1 -5.2 PLC_R 6 -5.5 -4.0 
pant_R_Viga_R 23 -7.1 -5.2 VAS 4 -5.4 -4.0 
pant_R_GABA 11 -7.0 -5.1 S_VGB 2 -5.3 -3.9 
pant_S_GABA 12 -6.9 -5.1 R_VGB 3 -5.3 -3.9 
pant_S_D_Glu 20 -6.9 -5.1 PLC_S 5 -5.1 -3.7 
pant_S_L_asp 14 -6.8 -5.0 pan_R 7 -4.9 -3.6 
pant_R_L_asp 13 -6.6 -4.8 pant_R 9 -4.9 -3.6 
pant_R_D_Glu 19 -6.6 -4.8 pant_S 10 -4.9 -3.6 
pant_R_D_Asp 15 -6.5 -4.8 pan_S 8 -4.8 -3.5 
pant_R_L_Glu 17 -6.4 -4.7 GABA 1 -4.6 -3.4 

 
Tabla 10-4 Resultados de docking con autodock vina para GABA-AT modelada de Homo sapiens. Las 

letras en negritas resaltan los ligandos con mejores energías y modos de unión.  

 

Después de la selección del sitio de unión más probable para los diferentes 

ligandos sobre la isoforma de GABA-AT humana, las interacciones resultantes 

entre los ligandos y la proteína en su sitio de unión más probable se cotejaron 

con los aminoácidos del sitio activo de la enzima, que se muestra en la Tabla 
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10-5. En este caso GABA interactuó con Arg220A, Thr318B, Phe217A y Lys357A 

con un 52.2% de probabilidad de unión a ese sitio.  

A diferencia de los resultados del homotetrámero de Sus scrofa, los 

enantiómeros de vigabatrina sí resultaron tener interacciones con los 

aminoácidos del sitio activo, además de ser más exergónica su unión que la del 

propio GABA como era de esperarse. Las interacciones de estos ligandos 

fueron con los aminoácidos Arg220A, Thr381B y Lys357A; estos tuvieron 

aproximadamente 50% de probabilidad de unión al sitio de la cadena A. Dentro 

de las interacciones encontradas para estos dos ligandos y GABA, cabe 

mencionar que los grupos vinilo y el nitrógeno del aminoácido, en el caso de 

los primeros y para GABA solo el nitrógeno del aminoácido mostraron un área 

de superficie accesible al disolvente, quedando así más susceptibles a 

reaccionar en tal sitio (Ilustración 10-4). Además, estos presentaron interacciones 

por puentes de hidrogeno entre la Arg220 del sitio activo y los oxígenos de los 

carbonos carbonilos de los tres ligandos expuestos. Además de un puente de 

sal con la Lys357 mostrada entre el nitrógeno de esta y el oxígeno 

desprotonado del ácido carboxílico, estas dos últimas observaciones 

coincidieron con el mecanismo de acción propuesto para estos ligandos.2,20  

 

 

Ilustración 10-4 Interacciones de GABA y (S)-VGB resultantes en el sitio activo con AutoDock Vina. El 
nitrógeno y en el caso de (S)-VGB, los vinilos presentaron un área de superficie accesible al disolvente 
(mostrado en sombra morada). 
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Los diastereoisómeros de N-pantoilVigabatrina tuvieron un reconocimiento por 

puente de hidrógeno con el oxígeno del carbono carbonilo del residuo Arg220A 

y con el hidrógeno del grupo hidroxilo de la Thr381B; solo el ligando 21 tuvo la 

interacción adicional por puente de hidrogeno con el oxígeno del carbono 

carbonilo del ácido con la amina de la Lys357A; sin embargo, a diferencia del 

N-pantoilGABA y GABA, esta interacción no fue por puente de sal, mismo 

fenómeno presentado en el cristal 1OHV. El enantiómero de N-pantoilGABA 12, 

presentó interacciones por puentes de hidrógeno entre los grupos amino de la 

Arg220A y los oxígenos de los carbonilos de la porción del grupo pantoilo, 

además del reconocimiento con la Thr381B por puente de hidrógeno con el 

hidrógeno del grupo hidroxilo del residuo y los oxígenos del grupo carboxilato y 

la interacción por puente de sal con el oxígeno desprotonado de los grupos 

carboxilato y amino de la Lys357A, con un 34.6% probabilidad de unión a ese 

sitio. Cabe mencionar las interacciones de puente de hidrógeno con la parte del 

grupo pantoilo con los aminoácidos de Gly466, Tyr97 (Ilustración 10-5). Para el 

diastereoisómeros número 20 de N-pantoilglutamato, a pesar de presentar 76% 

de probabilidad de unión en su sitio más frecuente, no tuvieron interacción con 

ninguno de los aminoácidos del sitio activo de la enzima. Los diastereoisómeros 

de N-pantoilaspartato no presentaron interacción con aminoácidos del sitio 

activo al reconocimiento. VAS no presentó interacción alguna en el sitio activo. 

Para los ligandos 1, 2, 3, 11, 12, 19, 21, 22, 23 y 24 el segundo sitio de unión 

más frecuente, resultó ser el otro sitio activo de la enzima, que fue el mismo 

patrón observado en el docking de Sus Scrofa.2  
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Ligando No 
Gly  

136A 
Ser  

137A 
Arg  

192A 
Thr  

353B 
Phe  

189A 
Lys  

329A 
% de unión al sitio más probable   

GABA 1   ✓ ✓ ✓ ✓ 52.2 

S_VGB 2   ✓ ✓  ✓ 42.5 

R_VGB 3   ✓ ✓  ✓ 56.9 
pan_S 8 ✓ ✓  ✓   38.0 

pant_R_GABA 11   ✓ ✓  ✓ 34.6 

pant_S_GABA 12   ✓ ✓   39.7 

pant_R_D_Glu 19   ✓    45.7 

pant_R_Viga_S 21   ✓ ✓  ✓ 47.3 

pant_S_Viga_S 22   ✓ ✓   31.2 
pant_R_Viga_R 23   ✓ ✓   49.2 

pant_S_Viga_R 24   ✓ ✓   39.3 

 
Tabla 10-5 Interacciones entre los aminoácidos del sitio activo de GABA-AT humana modelada y cada 
ligando. Solo se muestran los ligandos que resultaron con interacciones con aminoácidos del sitio 
activo como sitio de unión más frecuente de forma más abundante. 
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Ilustración 10-5 Representación 3D de las interacciones dadas en el sitio activo catalítico de GABA-AT 
humana modelada para GABA (a) Pant_S_Viga_S (b) y Pant_R_GABA (c) en el sitio de mayor 
probabilidad de unión del docking ciego. 

 

 

 

 

 

a b 

c 
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10.3.3  Docking sobre isoforma de Pseudomonas fluorescens modelada 

Los resultados de docking ciego en la enzima modelada de Pseudomonas 

fluorescens se muestran en la Tabla 10-6. Para esta enzima la tendencia de los 

ligandos fue parecida a las otras, teniendo de nuevo un aumento en la energía al 

reconocimiento entre los ligandos y el fragmento del pantoilo presente en su 

estructura. Dentro de los primeros lugares se encontraron algunos de los 

diastereoisómeros de N-pantoilaspartato y N-pantoilglutamato, esto difiriendo un 

poco de las enzimas anteriores ya que, en estas, las moléculas más exergónicas al 

reconocimiento fueron los diastereoisómeros de la N-pantoilVigabatrina.  

 

 
 

Ligando No. ΔG pKd 
% de unión al sitio  

más probable   
Ligando No. ΔG pKd 

% de unión al sitio  
más probable   

pant_S_D_Glu 20 -7.0 -5.1 35.9 pant_R_D_Asp 15 -6.6 -4.8 71.4 
pant_R_Viga_S 21 -7.0 -5.1 49.8 pant_S_Viga_R 24 -6.6 -4.8 40.3 
pant_R_L_asp 13 -6.9 -5.1 91.8 pant_S_GABA 12 -6.5 -4.8 32.6 
pant_S_L_asp 14 -6.9 -5.1 92.4 VAS 4 -5.4 -4.0 29.5 
pant_S_D_Asp 16 -6.9 -5.1 86.1 pant_R 9 -5.2 -3.8 64.3 
pant_R_L_Glu 17 -6.9 -5.1 86.3 pant_S 10 -5.2 -3.8 64.8 
pant_R_D_Glu 19 -6.9 -5.1 63.5 PLC_S 5 -5.1 -3.7 100.0 
pant_R_Viga_R 23 -6.9 -5.1 35.4 pan_R 7 -5.1 -3.7 55.0 
pant_S_Viga_S 22 -6.8 -5.0 68.8 PLC_R 6 -5.0 -3.7 82.0 
pant_S_L_Glu 18 -6.7 -4.9 26.3 pan_S 8 -5.0 -3.7 73.6 
pant_R_GABA 11 -6.6 -4.8 25.2 S_VGB 2 -4.9 -3.6 53.7 

 
Tabla 10-6 Resultados de docking con Auto Dock Vina para GABA-T de la isoforma de P. fluorescens 

modelada.  

 

Durante el análisis en el cotejo de interacciones de los ligandos con algún 

aminoácido del sitio activo de la enzima, se encontró que solo GABA resultó con 

interacciones con los residuos de aminoácido Gln80, Tyr139, Arg142, Tyr156 y 

Lys269 con un 48.7% de probabilidad de unión en ese sitio; ningún otro ligando 

presentó alguna interacción con estos aminoácidos. 

 

Al final del análisis de los ensayos in silico realizados en las tres proteínas, se 

generó una gráfica con los resultados obtenidos para la energía de unión de las tres 

isoformas para el docking ciego, pudiendo observar de mejor manera que los 

diastereoisómeros de N-pantoilVigabatrina se colocaron dentro de los primeros 

lugares entre las tres enzimas. Se observó el aumento en la exergonicidad entre los 
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ligandos diseñados con el fragmento del grupo pantoilo unido a su estructura y los 

que no la tuvieron para las tres enzimas. 

 

Ilustración 10-6 Comparación de la exergonicidad obtenida de los ensayos in sillico de los ligandos 
propuestos entre las diferentes GABA-AT utilizadas. Se observa en general mejores energías de enlace 
para aquellos compuestos con la parte acíclica de la pantolactona, así como los diaster eoisómeros de 
N-pantoilVigabatrina como los mejores candidatos en general en las tres enzimas.  

 

10.4 Dinámica molecular y docking del receptor GABAA  

Para continuar con el estudio computacional de los ligandos propuestos, se tomó 

como templete el receptor GABAA obtenido por Bergmann y colaboradores24 en 

formato *.pdb modelado a partir de otros receptores filogenéticamente 

relacionados.24 

   

Se retiraron los ligandos unidos a las diferentes subunidades en el sitio activo de 

GABA y el sitio alostérico de las benzodiacepinas. El receptor sin los ligandos en 
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formato *.pdb fue tomado como la conformación al tiempo 0. Tomando en cuenta lo 

anterior y sin ligando alguno, se cargó el archivo *.pdb en el servidor en línea 

CHARM GUI75 para poder generar los archivos correspondientes y realizar la 

simulación de dinámica molecular. El receptor fue incrustado en una bicapa lipídica 

conformada por lípidos característicos de las membranas neuronales81 (Tabla 10-7). 

Se presentaron las cargas de los aminoácidos polares frente a los iones potasio y 

sodio, y se le agregaron 50,000 moléculas de agua al sistema.  

 

Lípido % en membrana 
Ácido propiónico 1.0 
Glucolípidos 5.4 
Colesterol 16.7 
Esteres de colesterol 2.0 
Fosfatidiletanolamina 9.6 
Ácidos grasos 5.0 
Esfingolípidos 10.0 
Fosfatidilcolina 17.1 
Fosfatidilserina 5.9 
Diacilglicerol 5.9 
Fosfatidilglicerol 4.2 
Fosfatidilinositol 1.7 
Triacilgliceroles 15.3 

Tabla 10-7 Fracción agregada de los lípidos en la membrana81 construida para el receptor GABAA 
utilizando la plataforma CHARM GUI. 

 

Una vez construido el sistema en una matriz Z, este se llevó al equilibrio y la  

minimización de su estado de energía en diferentes pasos utilizando el campo de 

fuerza CHARMM 36 y el software GROMACS.76 Una vez obtenido el sistema 

equilibrado y minimizado en sus cargas, se ejecutó la dinámica a un tiempo de 120 

ns. Una vez terminado el cálculo computacional, los archivos fueron analizados con 

el software VMD77 y se tomó como plantilla en formato *.pdbdel receptor sin 

membrana a los tiempos de 60 y 120 ns contando con  tres tiempos diferentes para 

realizar el docking. Dichas plantillas fueron evaluadas mediante gráficos de 

Ramachandran. (Ilustración 10-7). 

Cada una de las planillas, a 0, 60 y 120 ns, fueron tratadas con el mismo esquema 

de docking ciego que en las diferentes GABA-AT utilizadas anteriormente, esto solo 

sobre la porción extra membranal de la isoforma del receptor de GABAA utilizando 

el software AutoDock Vina determinando el sitio de unión más probable para cada 
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uno de los ligandos propuestos en este ensayo complementario al reconocimiento 

GABAérgico:  

 

 

Ilustración 10-7 Gráficos de Ramachandran para la validación de ángulos diedros de las plantillas 
tomadas a 60 (a) y 120 ns (b) del receptor de GABAA. Realizado en Discovery Studio Visualizer33 

 

El gráfico de la trayectoria de la dinámica en expresión de RMSD contra el tiempo 

de los átomos de carbono de la parte proteical del receptor que fue creado utilizando 

el software VMD77 (Ilustración 10-8). Al realizar el análisis de este, se constató que 

el receptor fue adquiriendo un estado estable en su valor de RMSD conforme las 

horquillas proteicas del sitio ortostérico de GABA adquirieron una conformación de 

apertura del sitio (Ilustración 10-9). 

 

a b 
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Ilustración 10-8 Trayectoria en forma de RMSD contra el tiempo de los átomos de carbono de la 
porción proteica del receptor de GABAA. Se puede observar en general la estabilización del sistema, 
siendo correspondientes con la apertura de los sitios alostéricos durante la dinámica.  

 

 
Ilustración 10-9 Apertura de la horquilla del sitio ortostérico conforme al tiempo durante la dinámica 
molecular. Se puede observar a 0 ns que las horquillas señaladas con las flechas amarillas se 
encuentran obstruyendo el sitio ortostérico donde se encuentra GABA. Una vez retirado GABA del 
sitio, la apertura de las horquillas es evidente, esto correlacionado al grafico del RMSD.  

0 ns 60 ns 

120 ns 
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10.4.1 Docking a tiempo 0 (T0) 

Para el T0 (0 ns), al igual que las enzimas GABA-AT se hizo notar un patrón donde 

los ligandos aumentan su exergonicidad cuando contienen el fragmento pantoilo en 

su estructura (Tabla 10-8). GABA fue el ligando con un menor valor de exergonicidad, 

debido a la menor cantidad de grupos sustituyentes en la cadena del aminoácido, 

diferencia notable con las moléculas propuestas cuyos grupos funcionales 

sustituyentes de la cadena de la porción del pantoilo refuerzan las interacciones y 

por lo tanto la exergonicidad al reconocimiento molecular. Sin embargo, al momento 

de realizar el cotejo de las interacciones entre los ligandos y los aminoácidos de los 

sitios alostéricos de GABA y de BZD, solo 5 ligandos tuvieron interacción con los 

aminoácidos del sitio alostérico para BZD (Tabla 10-9). Esto último relacionado 

posiblemente a que durante el modelamiento de dicho receptor los Cys-loops 

quedaron cerrados ya que contenían a GABA en su sitio ortostérico, el cual fue 

retirado, quedando cerradas para la entrada de un nuevo ligando. 

 

Ligando No ΔG pKd Ligando No ΔG pKd 

pant_R_D_Asp 15 -7.0 -5.1 pant_R_Viga_S 21 -6.3 -4.6 
pant_S_L_Glu 18 -7.0 -5.1 pant_S_GABA 12 -6.2 -4.5 
pant_R_L_asp 13 -6.9 -5.1 VAS 4 -6.1 -4.5 
pant_S_L_asp 14 -6.8 -5.0 PLC_S 5 -5.8 -4.3 
pant_S_D_Glu 20 -6.8 -5.0 pan_R 7 -5.8 -4.3 
pant_R_D_Glu 19 -6.7 -4.9 PLC_R 6 -5.7 -4.2 
pant_S_Viga_S 22 -6.6 -4.8 pant_R 9 -5.6 -4.1 
pant_S_Viga_R 24 -6.6 -4.8 pan_S 8 -5.5 -4.0 
pant_R_GABA 11 -6.4 -4.7 pant_S 10 -5.5 -4.0 
pant_S_D_Asp 16 -6.4 -4.7 S_VGB 2 -5.3 -3.9 
pant_R_L_Glu 17 -6.4 -4.7 R_VGB 3 -5.3 -3.9 
pant_R_Viga_R 23 -6.4 -4.7 GABA 1 -4.5 -3.3 

Tabla 10-8 Energías al reconocimiento en el ensayo de docking ciego con AutoDock Vina para el 
receptor GABAA al T0 

 

A este punto es importante mencionar que los dos sitios activos de GABA en el 

receptor se mostraron protegidos por unas estructuras conocidas como Cys-loops, 

horquillas conformadas por una cadena de aminoácidos, las cuales se encontraron 

en estado abierto dejando expuesto el sitio activo a la entrada de GABA y en estado 

cerrado si este estuvo ocupado y no permitió la entrada de algún otro ligando y como 



 

 55 

consecuencia el cambio conformacional para la apertura del canal y el paso 

consecuente del ion Cl-. También cabe mencionar que el receptor de GABA una vez 

que fue activado y abierto el poro en su totalidad como consecuencia del cambio 

conformacional y después de que GABA se retiró del sitio activo, y mostró un tiempo 

de desensibilización.24,25 

 
Ligando Numero Tyr 

159 
Arg 
144 

Val 
202 

His 
101 

Val 
211 

Tyr 
209 

Met 
130 

% de unión al sitio  
más probable   

S_VGB 2 ✓ 
    

✓ 
 

39.7 

R_VGB 3 ✓ 
    

✓ 
 

41.2 

VAS 4 ✓ 
 

✓ ✓ ✓ ✓ 
 

29.2 

pant_R 9 ✓ 
      

21.3 
pant_S 10 ✓ 

      
21.0 

Tabla 10-9  Cotejo de interacciones entre aminoácidos del sitio alostérico de BZD del receptor de 
GABAA para 0 ns. Solo se muestran los aminoácidos que resultaron con interacciones con aminoácidos 
del sitio activo. 

10.4.2 Docking a tiempo 60 ns 

Para el molde tomado de la dinámica a 60 ns, se observó el mismo patrón que en 

el anterior, donde la energía de unión de los ligandos propuestos aumentó con la 

porción acíclica de la pantolactona, teniendo en cuenta que el ligando más 

exergónico fue el diastereoisómero de N-pantoilglutamato 20, mientras que el más 

bajo en tal medida, fue el propio GABA que fue el ligando involucrado en la 

neurotransmisión. Los diastereoisómeros de N-pantoilGABA fueron de entre todos 

los ligandos con la porción acíclica los de menor energía de enlace al reconociiento. 

(Tabla 10-10) 
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Ligando No ΔG pKd Ligando No ΔG pKd 

pant_S_D_Glu 20 -7.2 -5.3 pant_R_GABA 11 -6.3 -4.6 
pant_S_L_Glu 18 -7.1 -5.2 pant_S_GABA 12 -6.3 -4.6 
pant_R_D_Glu 19 -7.1 -5.2 PLC_R 6 -5.4 -4.0 
pant_R_D_Asp 15 -6.9 -5.1 pant_R 9 -5.3 -3.9 
pant_R_L_asp 13 -6.8 -5.0 pant_S 10 -5.3 -3.9 
pant_S_L_asp 14 -6.8 -5.0 PLC_S 5 -5.2 -3.8 
pant_R_L_Glu 17 -6.8 -5.0 R_VGB 3 -5.1 -3.7 
pant_S_Viga_R 24 -6.8 -5.0 VAS 4 -5.1 -3.7 
pant_S_D_Asp 16 -6.7 -4.9 pan_S 8 -5.1 -3.7 
pant_R_Viga_S 21 -6.7 -4.9 S_VGB 2 -5.0 -3.7 
pant_S_Viga_S 22 -6.6 -4.8 pan_R 7 -5.0 -3.7 
pant_R_Viga_R 23 -6.6 -4.8 GABA 1 -4.3 -3.2 

Tabla 10-10 Energías al reconocimiento en el ensayo de docking ciego con AutoDock Vina para el 
receptor GABAA a 60 ns. No se observa un patrón correspondiente con los resultados en el T0. Los 
ligandos con mayor exergonicidad fueron los de glutamato, mientras que para T 0 fueron los de 
Aspartato y glutamato. 

 

Al realizar el análisis de las interacciones, se encontró que las moléculas con el 

fragmento pantoilo mostraron mayor probabilidad de unión al sitio ortostérico del 

receptor de GABAA y resultaron con interacciones con los aminoácidos del sitio 

alostérico, a excepción del diastereoisómero de N-pantoilaspartato 15, sin embargo, 

el sitio de unión de mayor frecuencia para GABA no resulto ser el sitio ortostérico, 

por lo que no se observaron interacciones de este con los aminoácidos del sitio 

activo.  El sitio de unión más probable para (S)-VGB resultó ser el sitio ortostérico 

de GABA, teniendo interacciones con ARG66 y TYR205. Cabe mencionar que el 

enantiómero S de vigabatrina es el farmacológicamente activo. También VAS 

resultó tener interacciones en el sitio ortostérico de GABA. Solo el ligando 15 tuvo 

como mayor probabilidad de unión el sitio alostérico de BZD.  
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Ligando Numero THR  
129 

ARG  
66 

THR 
 202 

TYR  
157 

GLU  
155 

TYR  
205 

 % de unión al sitio  
más probable   

S_VGB 2 
 

✓ 
   

✓ 80.7 

VAS 4 
   

✓ 
 

✓ 68.8 

pant_R_GABA 11 ✓ ✓   ✓  48.0 
pant_S_GABA 12  ✓     47.4 

pant_R_L_asp 13  ✓ ✓  ✓ ✓ 31.6 

pant_S_L_asp 14  ✓   ✓  68.5 

pant_S_D_Asp 16  ✓     67.6 

pant_R_L_Glu 17  ✓ ✓  ✓ ✓ 67.8 

pant_S_L_Glu 18  ✓ ✓  ✓ ✓ 59.1 
pant_R_D_Glu 19  ✓ ✓  ✓ ✓ 49.5 

pant_S_D_Glu 20  ✓ ✓  ✓ ✓ 52.1 

pant_R_Viga_S 21 ✓ ✓     40.9 

pant_S_Viga_S 22  ✓ ✓  ✓ ✓ 36.6 

pant_R_Viga_R 23  ✓     48.2 

pant_S_Viga_R 24 ✓ ✓   ✓  53.9 

Tabla 10-11 Cotejo de interacciones entre aminoácidos del sitio ortostérico de GABA en el receptor de 
GABAA a 60 ns. Solo se muestran los ligandos que resultaron con interacciones con algunos 
aminoácidos del sitio activo. 

 

10.4.3 Docking a tiempo 120 ns 

Por último, a los 120 ns se observó el mismo patrón, donde las moléculas con 

el fragmento pantoilo resultaron con más energía de unión, siendo el 

diastereoisómero de N-pantoilglutamato 19 con mayor energía de enlace y el 

diastereoisómero de N-pantoilGABA 11 el de menor energía de entre estos 

ligandos. Nuevamente GABA resultó el ligando con menor energía de enlace. 

(Tabla 10-12). 

Ligando No ΔG pKd Ligando No ΔG pKd 

pant_R_D_Glu 19 -7 -5.1 pant_S_L_asp 14 -6.3 -4.6 
pant_R_L_asp 13 -6.9 -5.1 pant_R_GABA 11 -6.2 -4.5 
pant_R_D_Asp 15 -6.8 -5.0 PLC_R 6 -5.6 -4.1 
pant_S_D_Glu 20 -6.8 -5.0 PLC_S 5 -5.5 -4.0 
pant_S_Viga_S 22 -6.8 -5.0 VAS 4 -5.4 -4.0 
pant_S_L_Glu 18 -6.7 -4.9 pan_S 8 -5.4 -4.0 
pant_S_D_Asp 16 -6.6 -4.8 pant_R 9 -5.4 -4.0 
pant_R_L_Glu 17 -6.6 -4.8 pant_S 10 -5.4 -4.0 
pant_R_Viga_R 23 -6.6 -4.8 pan_R 7 -5.2 -3.8 
pant_S_Viga_R 24 -6.5 -4.8 S_VGB 2 -5.1 -3.7 
pant_R_Viga_S 21 -6.4 -4.7 R_VGB 3 -5.1 -3.7 
pant_S_GABA 12 -6.3 -4.6 GABA 1 -4.5 -3.3 

Tabla 10-12 Energías al reconocimiento en el ensayo de docking ciego con AutoDock Vina para el 
receptor GABAA a 120 ns. 
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Del análisis de los sitios de unión más probables para cada uno de los ligandos, 

solo los ligandos 15, 17, 18, 21, 23 y 24 resultaron tener interacciones con los 

aminoácidos del sitio ortostérico de GABA. Los ligandos con el fragmento pantoilo 

12, 18, 21 y 24 no mostraron interacciones con aminoácidos del sitio alostérico ni 

ortostérico. El diasterómero 15 tuvo la mayor probabilidad de unión en el sitio 

ortostérico, mientras que los diastereoisómeros de N-pantoilVigabatrina 21, 23 y 24 

tienen una menor probabilidad, sin embargo, estos últimos son los que se 

mantuvieron constantes en ese sitio de unión en el docking a 60 ns y 120 ns.  Por 

otro lado, solo los diastereoisómeros con la porción acíclica de pantolactona 13, 15 

y 19 resultaron con interacciones del sitio alostérico de benzodiacepinas (no 

mostrados en la tabla) (Tabla 10-13). 

 

Ligando Numero ARG  
66 

THR  
202 

GLU  
155 

TYR  
205 

% de unión al sitio  
más probable   

pant_R_D_Asp 15 ✓ ✓  ✓ 69.6 

pant_R_L_Glu 17 ✓ ✓  ✓ 70.8 

pant_S_L_Glu 18 ✓   ✓ 37.1 
pant_R_Viga_S 21 ✓ ✓  ✓ 30.9 

pant_R_Viga_R 23 ✓  ✓  23.2 

pant_S_Viga_R 24 ✓    24.5 

Tabla 10-13 Cotejo de las interacciones entre aminoácidos del sitio alostérico de GABA del receptor 
de GABAA para 120 ns. Solo se muestran los ligandos que resultaron con interacciones con aminoácidos 
al sitio activo. 

10.5 Análisis de resultados de las simulaciones moleculares  

Derivado de los resultados anteriores, se pudo constatar que los ligandos 

propuestos con la porción acíclica de pantolactona presentaron un mayor número 

de interacciones y modos de unión favorables hacia las diferentes proteínas 

utilizadas en esta serie de ensayos. Para los diferentes estereoisómeros 

propuestos, se observó en general con los diferentes blancos aquí utilizados, una 

mejor interacción por parte de la serie de N-pantoilVigabatrina. Mientras que para 

los diastereoisómeros de N-pantoilaspartato, a pesar de resultar con mayor 

exergonicidad en algunos casos, la tendencia de unión de estos no se encontró el 

sitio activo ni ortostérico de los blancos utilizados. A partir de esto se planteó la 

posterior síntesis y caracterización de análogos de GABA: N-pantoilGABA y N-
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pantoilVigabatrina, con la finalidad de realizar los ensayos in vivo y verificar la 

correlación de estos candidatos con lo realizado in silico (Esquema 10-1). 

 

 

Esquema 10-1 Estereoisómeros de los ligandos seleccionados para ensayos in vivo con base en las 
evaluaciones in silico. 

11 Síntesis y caracterización de pantoil-derivados 

Para las síntesis de los ligandos propuestos, se utilizó como materia prima la mezcla 

racémica (R, S) de pantolactona comercial, ya que esta es la opción menos costosa 

para establecer las mejores condiciones de reacción y rendimientos favorables; el 

reactivo enantiopuro es más costoso por lo que se reservó para en primera 

instancia, probar con la mezcla.  Los productos fueron caracterizados por 

espectroscopia de resonancia magnética nuclear realizada en un 

OXFORD/VARIAN Mercury NMR 300 MHz para experimentos 1H y 75 MHz para 

13C, utilizando cloroformo deuterado para la muestra de N-pantoilVigabatrina y 

dimetilsulfóxido deuterado para el caso de N-pantoilGABA. El tetrametilsilano sirvió 

como referencia interna para los cambios químicos. 

11.1 Síntesis y caracterización de N-pantoilVigabatrina 

Para la síntesis de la mezcla racémica de N-pantoilVigabatrina, la vigabatrina 

necesaria como materia prima para síntesis y control farmacológico se obtuvo de 

las tabletas de marca comercial Sabril® de los laboratorios SANDOZ. 

La extracción se realizó de acuerdo en el anexo empleando el punto de fusión (171–

176 ºC) reportado en pubchem82 como criterio de pureza para su uso en síntesis. 
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Esquema 11-1 Reacción de obtención de los diastereoisómeros de N-pantoilVigabatrina vía apertura 
de la pantolactona. 

 

Posteriormente una cantidad equimolar de mezcla racémica de pantolactona con la 

de vigabatrina fue llevada a calentamiento a 130 – 140 ºC durante 1.5 horas. El 

residuo aceitoso de aspecto negruzco se destiló en el equipo Kugelrohr, el cual es 

un equipo cuyo propósito es la destilación de pequeñas cantidades de ligandos con 

alto punto de ebullición y a presiones muy bajas, a una temperatura de 115 ºC y una 

presión de 1 mmHg (para este caso) de donde se obtuvieron 2.6 g (81.5 %, 10.02 

mmol) de producto líquido incoloro de N-pantoilVigabatrina. 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 1.05 (s, 3H, 3'a) 1.18 (m, J=1.1 Hz, 3H, 3'b) 1.88 – 1.73 (m, 1H, 3), 2.40 – 

2.22 (m, 3H, 2 y 3), 4.02 – 3.88 (m, 2H, 9), 4.10 (s, 1H, 7), 4.16 (tt, J = 6.2, 1.1 Hz, 

1H, 4), 4.61 (s, 1H, 10), 5.27 – 5.05 (m, 2H, 4b), A5.77 (dd, J= 10.2, 6.7 Hz, 1H, 4a), 

6.77 (s, 1H, 5)  13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 18.97 -CH3 (3’b), 22.97 -CH3 (3’a), 27.97 

-CH- (3), 30.02 -CH- (2), 40.82 -C- (3’), 56.96 -CH- (4), 75.70 -CH2- (4’), 76.52 -CH- 

(2’), 115.83 =CH2 (6), 138.56 -CH= (5), 178.14 -NCO- (1’), 179.16 -COO (1).  
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Ilustración 11-1. RMN 1H (300 MHz, CDCl3) de N-pantoilVigabatrina. 
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Ilustración 11-2 RMN  13C (75 MHz, CDCl3) de N-pantoilVigabatrina. 

 

11.2 Síntesis y caracterización de N-pantoilGABA 

En el caso de la mezcla de diastereoisómeros de N-pantoilGABA, esta se preparó 

de la siguiente manera: Una mezcla equimolar de pantolactona racémica y GABA 

fue llevada a 165-170 ºC durante una hora; el residuo aceitoso se destiló en el 

equipo Kugelrohr a 110º C a una presión de 1 mmHg de donde se obtuvieron 2.74 

g (80.26%) de producto líquido aceitoso incoloro. 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 

0.89 (s, 3H, 3'a), 1.06 (s, 3H, 3'b), 2.01 – 1.90 (m, 2H, 3), 2.10 – 2.03 (m, 2H, 2), 

3.20 (ddt, J=  7.2, 6.4, 0.7 Hz, 2H, 4), 3.41 (s, 2H, 10), 3.92 (d, J= 0.8 Hz, 2H, 9), 

4.08 (d, J= 6.1 Hz, 1H, 7), 5.96 (d, J= 6.1 Hz, 1H, 7a), 7.51 (s, 1H, 5). 13C NMR (75 

MHz, DMSO-d6) δ 19.00 -CH3 (3’b), 20.51 -CH3 (3’a), 22.30 -CH- (3), 30.02 -CH- (2), 

40.34 -CH- (4), 41.50 -C- (7), 74.58 -CH2- (8), 75.06 -CH- (6), 177.00 -NCO- (5), 

177.44 -COO (1).  
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Esquema 11-2 Reacción de formación de los diastereoisómeros de N-pantoilGABA. 

 
 
 
 
 

 
Ilustración 11-3  RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) de N-pantoilGABA.  
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Ilustración 11-4  RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) de N-pantoilGABA. 

 
 

12 Evaluaciones in vivo  

12.1 Determinación de la DL50  

Para la determinación de la dosis letal media (DL50) de cada una de las mezclas de 

diastereoisómeros sintetizados se utilizó el método descrito por el profesor Dietrich 

Lorke.78 En una primera etapa se estratificaron tres grupos con una n= 3 cada uno.  

A cada uno de los grupos se le administró una dosis de 10, 100 y 1,000 mg/Kg 

respectivamente. Se llevo a cabo la observación continua durante 4 horas 

posteriores a la administración más el cuidado y registro de los pesos en las dos 

semanas posteriores. En caso de registrarse alguna muerte dentro de alguno de los 

grupos se realizó la interpolación en las dosis correspondientes con grupos de n=3 

para la búsqueda más detallada del dato de la DL50, en cambio si no se observaba 

el registro de muerte alguna en ninguno de los grupos no se realizó la extrapolación 

y se reportó una DL50 por encima de 1,000 mg/Kg; no se exploraron rangos mayores 
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debido a que para este enfoque, mayores dosis no representan interés 

farmacológico. Durante el tiempo de observación se hizo el registro de la 

manifestación de los signos de toxicidad (piloerección, cambio de aspecto de 

membranas o mucosas; temblores, convulsiones, salivación excesiva, diarrea, 

letargia, somnolencia prolongados o coma entre otros). A los ratones sobrevivientes 

a la dosis administrada posterior a las 4 horas de observación continua, se les dió 

un seguimiento durante 14 días en los cuales cada día se registraron los pesos para 

verificar la existencia de una variación en el mismo contra el crecimiento, que 

posiblemente pudo estar relacionada con la toxicidad de la mezcla racémica 

administrada.  

12.1.1 Toxicidad de la mezcla de N-pantoilVigabatrina 

Durante la primera fase del ensayo, se administraron dosis crecientes en forma 

logarítmica progresiva, teniendo tres grupos de 10, 100 y 1,000 mg/Kg. Para el 

grupo de dosis de 10 mg/Kg durante la observación inmediata a la administración 

no se observaron síntomas algunos relacionados a la toxicidad. En el caso de la 

siguiente dosis, se observaron signos de sedación, probablemente relacionados a 

la mezcla administrada. En el último grupo (1,000 mg/Kg), se observaron las 

manifestaciones aproximadamente a los primeros 5 minutos posteriores a la 

administración, convulsiones del tipo tónico-clónicas e inmediatamente la muerte.  

Considerando las observaciones anteriores, se realizó la interpolación de los 

resultados considerando las dosis de las progresiones logarítmicas, de 2.5 (316.2 

mg/Kg) 2.6 (398.11mg/Kg) y 2.7 (501.18 mg/Kg), encontrando una DL50 de 401.63 

mg/Kg.  

Para la primera dosis de esta segunda fase (316.2 mg/Kg), se observó un efecto 

sedante marcado en los ratones durante las primeras 4 horas de observación, 

además un comportamiento de forma gradual que parecía ser un reflejo de náusea. 

En el caso de la segunda dosis en la escala propuesta (398.11 mg/Kg), los ratones 

presentaron el reflejo nauseoso de forma inmediata. Además, en todos fue evidente 

la piloerección y algunos espasmos dando la impresión de un estado preconvulsivo. 

Posterior a eso, dos ratones presentaron sedación sin la pérdida de lo que parecía 
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un reflejo nauseoso como fue mencionado anteriormente. Uno de ellos presentó 

convulsiones del tipo tónico-clónicas, una hora posterior a la administración e 

inmediatamente la muerte. Para la tercera dosis (501.18 mg/Kg), aproximadamente 

5 minutos después de la administración los ratones comenzaron con convulsiones 

del tipo tónico-clónicas, estas menos intensas que las observadas en la dosis de 

1,000 mg/Kg y en un tiempo no inmediato a la administración. Además, la muerte 

sobrevino en un tiempo más prolongado.  

 

Primera fase Segunda fase 

Dosis (mg/Kg) Mortalidad  Dosis (mg/Kg) Mortalidad  

10 0/3 316.2 0/3 

100 0/3 398.1 1/3 

1000 3/3 501.2 3/3 

Tabla 12-1 Registro de la primera y segunda fase de la determinación de la DL50 para la mezcla de N-
pantoilVigabatrina 

 

Para el caso de los grupos de las dosis de 10 y 100 mg/Kg se realizó el seguimiento 

durante 7 días del peso de los ratones para verificar si se mostraron otras 

manifestaciones de toxicidad aguda, para lo que se observó el incremento de peso 

en los días posteriores, asociado a un crecimiento normal de los ratones.  

 

 
Ilustración 12-1 Gráficos de registro del peso de los animales de experimentación a las dosis de 10 y 
100 mg/Kg desde el día de la administración de la mezcla de diastereoisómeros de N-
pantoilVigabatrina. Se observa una tendencia de ganancia de peso durante los días posteriores a la 
administración de la mezcla indicando que no se afectó el crecimiento de estos. 

 

Para el caso de la dosis de 316.23 mg/Kg, se realizó el registro del peso al siguiente 

día de la administración observándose una disminución del peso de forma 
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considerable; pelo erizado y un mal estado en general de los ratones (sin respuesta 

a estimulo por parte del observador y sin movimientos elusivos a una correcta 

respuesta). Se registró la muerte de los especímenes al tercer día como 

consecuencia del deterioro del estado físico de los ratones.  

En el grupo de la dosis de 398.11 mg/Kg, los dos ratones sobrevivientes a las 

primeras cuatro horas de observación directa, murieron al día inmediato a la 

administración.  

12.1.2 Toxicidad de la mezcla de N-pantoilGABA 

La mezcla de N-pantoilGABA se puso a prueba en la primera fase del ensayo, 

determinando que en ninguna de las dosis se presentó algún efecto relacionado a 

la toxicidad aguda durante las 4 primeras horas posteriores a la administración. No 

se observó efecto sedante o dato alguno de toxicidad como alguna muerte en 

alguno de los tres grupos (Tabla 12-2). 

 
 

Primera fase 

Dosis (mg/Kg) Mortalidad  

10 0/3 

100 0/3 

1,000 0/3 

Tabla 12-2 Registro de la primera fase de la determinación de la DL50 para la mezcla de N-pantoilGABA  
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Ilustración 12-2 Gráficos de registro del peso de los animales en las dosis de 10, 100 y 1 ,000 mg/Kg 
desde el día de la administración de la mezcla racémica de N-pantoilGABA. En todas las dosis se 
observa la tendencia al incremento del peso de los ratones durante los días de observación.  

 
Se realizó el seguimiento del peso de los animales durante 7 días posteriores a las 

4 horas de observación después de la administración, observándose ningún efecto 

sobre la ganancia de peso de los animales. Debido a que no se presentó efecto 

alguno de toxicidad aguda en el grupo de 1,000 mg/Kg de peso, se decidió no 

realizar la extrapolación de las dosis, quedando reportado que la DL50 se encuentra 

por encima de 1,000 mg/Kg de peso. Esto último coincidiendo con algunos reportes 

de la literatura.83,84  

12.2 Determinación de la actividad anticonvulsivante de los ligandos propuestos 

Las mezclas racémicas sintetizadas de los ligandos elegidos con base en los 

resultados in silico, fueron puestas a prueba para determinar su actividad 

anticonvulsivante mediante el modelo de crisis convulsivas inducidas por PTZ 

(pentilentetrazol). Las dosis para la inducción de crisis convulsivas con PTZ vía 
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subcutánea que varía de 70 a 120 mg/Kg en ratones85, por lo que se tomó la media 

de esos dos valores, 95 mg/Kg vía subcutánea. Se tomó en cuenta el tiempo de 

latencia transcurrido desde la administración subcutánea del PTZ hasta la aparición 

de la primera crisis convulsiva generalizada tónico-clónica, el número de crisis 

generalizadas tónico-clónicas presentadas y la muerte del ratón. Se tomó como 

fármaco de referencia al valproato sódico y a la vigabatrina, está ultima debido a 

que es el único fármaco inhibidor de la GABA-AT que se encuentra a la venta en el 

mercado46. Para el primero se administró una dosis de 1.0 mmol/Kg de peso vía 

intraperitoneal con un tiempo de pretratamiento de 60 minutos, tiempo reportado 

como Tmax en plasma.86  En el caso de la vigabatrina se administró una dosis de 1.0 

mmol/Kg con un tiempo de pretratamiento de 120 minutos, esto contrastado con lo 

mencionado la bibliografía donde se reporta un tiempo de pretratamiento de 240 

minutos,85,87,88  además, en experimentos realizados en el mismo laboratorio se 

reportó protección a partir de una dosis de 3.0 mmol/Kg con un tiempo de 

pretratamiento frente a la inducción química de convulsiones con PTZ de 240 

minutos con una dosis de 95 mg/Kg de PTZ vía subcutánea. Tomando en cuenta 

que la vigabatrina es un inhibidor de la GABA-AT, y con el fin de hacer una 

comparación farmacocinética, se realizó un reto “mol a mol” tomando en cuenta el 

primer tiempo de pretratamiento seleccionado para los ligandos sintetizados, por lo 

que se realizó un pretratamiento de 120 minutos con una dosis de 1.0 mmol/Kg con 

la vigabatrina.  Como control se tuvo un grupo tratado con solución salina isotónica, 

ya que las mezclas de los ligandos propuestos más el valproato sódico y vigabatrina 

fueron solubilizados en tal vehículo y administrados por la vía intraperitoneal.  

 

12.2.1 Determinación de la actividad anticonvulsivante de la mezcla racémica de 

N-pantoilGABA 

Se realizó el primer ensayo con la mezcla racémica de N-pantoilGABA a una dosis 

de 1.0 mmol/Kg con 120 minutos de pretratamiento para determinar la existencia de 

un efecto anticonvulsivo. Debido a la ausencia de protección contra las crisis 

inducidas por el PTZ, se decidió disminuir el tiempo de pretratamiento a 60 y 30 

minutos, esto con la intención de encontrar un mejor tiempo de distribución 
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sistémica (Tabla 12-3). En los grupos de ensayo para esta mezcla, todos los ratones 

murieron posterior a la aparición de las crisis convulsivas del tipo tónico-clónico 

generalizadas. Se encontró una diferencia estadísticamente significativa en el 

tiempo de latencia de la vigabatrina con respecto al control negativo, esto a pesar 

del tiempo de latencia y la dosis utilizada como referencia.  

 

ligando 
Y tiempo (min) 

Promedio del 
Número 

De CC ± DS 

Latencia 
± DS (min) 

% ratones 
Muertos 

Control negativo 2.8 ± 1.3 2.3 ± 1.51 100 

60 VGB 2.0 ± 1.1 17.8 ± 21.3 20 

60 VAS 4.0 ± 2.9 7.2 ± 4.07 33.3 

30 PG 2.8 ± 1.3 2.6 ± 1.14 100 

60 PG 2.0 ± 0.9 3.3 ± 1.03 100 

120 PG 3.3 ± 1.2 2.7 ± 2.25 100 

Tabla 12-3 Bioensayo sobre la mezcla racémica de N-pantoilGABA (PG) a diferentes tiempos utilizando 

como control positivo al valproato sódico (VAS) y vigabatrina (VGB). CC= crisis convulsivas. ANOVA de 

una vía, prueba post hoc de comparación múltiple de Bonferroni. *Estadísticamente significativo con 

respecto al control negativo y VAS p < 0.05. 
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Ilustración 12-3 Gráfico que muestra el efecto sobre el tiempo de latencia a la primera crisis convulsiva posterior 

a la administración de PTZ (95 mg/Kg) para N-pantoil-GABA 1.0 mmol/Kg a diferentes tiempos. Prueba ANOVA 

de una vía sin diferencia estadísticamente significativa. ANOVA de una vía, prueba post hoc de comparación 

múltiple de Bonferroni. *Estadísticamente significativo con respecto al control negativo y VAS p < 0.05. 

* 



 

 71 

12.2.2 Determinación de la actividad anticonvulsivante de la mezcla de 

diastereoisómeros de N-pantoilVigabatrina 

El primer ensayo realizado con la mezcla de N-pantoilVigabatrina, fue a una dosis 

de 1.0 mmol/Kg con una hora de pretratamiento; sin embargo, los resultados no 

fueron favorables, ya que algunos de los ratones presentaron estados 

preconvulsivos y uno manifestó convulsiones del tipo tónico-clónicas antes de la 

administración del PTZ, probablemente atribuibles a los efectos de toxicidad aguda 

de la mezcla. Aun así, se continuó con el ensayo con los ratones que solo 

presentaron un estado preconvulsivo, obteniendo los resultados presentados en la 

Tabla 12-4. Se puede observar que, a pesar de los efectos no esperados durante el 

pretratamiento, aumentó el tiempo de latencia a la aparición de la primera crisis 

convulsiva tónico-clónica posterior a la inducción por PTZ, a diferencia del grupo 

análogo para la mezcla de N-pantoilGABA.  

Con base en el resultado anterior, se realizó un ensayo a la misma dosis, pero esta 

vez con un pretratamiento de dos horas, con el fin de buscar una mejor distribución 

sistémica del ligando. Los resultados obtenidos fueron semejantes al primer ensayo, 

además de que uno de los animales del grupo también presentó crisis convulsivas 

antes del tratamiento con el PTZ. 

En respuesta al efecto preconvulsivante observado de las administraciones 

anteriormente mencionadas, se decidió disminuir la dosis a la mitad, administrando 

0.5 mmol/Kg; se tomó en cuenta el resultado anterior de dos horas de pretratamiento 

donde se observó la prolongación del tiempo de latencia a la primera crisis 

convulsiva del tipo tónico-clónica, por lo que se decidió realizarlo a dos y cuatro 

horas de pretratamiento, obteniendo los resultados presentados en la Tabla 12-4 y 

representados en la Ilustración 12-4. Por último y para dar seguimiento a la 

búsqueda del mejor tiempo de distribución sistémica y dosis óptima, se disminuyó 

la dosis a 0.25 mmol/Kg con dos horas de pretratamiento, observándose una 

notable disminución del efecto protector contra el PTZ.   

 



 

 72 

ligando 
Y tiempo (min) 

Promedio de 
Numero 

De CC ± DS 

Latencia 
± DS (min) 

% de ratones 
Muertos 

control negativo 2.8 ± 1.3 2.3 ± 1.5 100 

60 VAS 4.0 ± 2.9 7.2 ± 4. 33.3 

120 VGB 2.0 ± 1.1 17.8 ± 21.3 20 

60  
PV 1 mmol/Kg 

1.5 ± 0.3 7.0 ± 3.6 100 

120  
PV 1mmol/Kg 

0.75 ± 0.1 16.0 ± 18.0 20 

120  
* PV 0.5mmol/Kg 

0.33 ± 0.2 47.0 ± 20.0 0 

240  
PV 0.5mol/Kg 

1.2 ± 0.48 29.0 ± 24.0 0 

120  
PV 0.25mmol/Kg 

1.5 ± 0.2 6.8 ± 5.0 33.3 

Tabla 12-4 Bioensayos sobre la mezcla racémica de N-pantoilVigabatrina a diferentes tiempos y a 

diferentes concentraciones, teniendo como control positivo al valproato sódico (VAS). ANOVA de una 

vía, prueba post hoc y comparación múltiple de Bonferroni. *Estadísticamente significativo con 

respecto al control negativo y VAS p < 0.05. 

 

En la Ilustración 12-4 se puede observar un comportamiento de tipo campana, más 

un pico de actividad del efecto protector a una dosis de 0.5 mmol/Kg a un tiempo de 

pretratamiento de 120 minutos frente a la inducción de las crisis convulsivas, 

mientras que, a dosis más altas, como sucedió en los ensayos de determinación de 

la DL50, el efecto fue paradójico, presentando crisis convulsivas posteriores a la 

administración del ligando.  Este comportamiento de tipo bifásico, encontrado para 

este ligando ya ha sido reportado para algunas benzodiacepinas como el 

midazolam, otras moléculas como el etanol y algunos metabolitos hormonales 

producidos durante el síndrome premenstrual;89–95 existe una relación dosis-

respuesta, para la cual a dosis bajas, estos ligandos parecen comportarse como 

moduladores agonistas en un sitio alostérico de los receptores GABAA, mientras 

que a dosis altas parecen comportarse como moduladores antagonistas en un sitio 

alostérico completamente diferente, exhibiendo un efecto paradójico inhibitorio 

sobre el sistema GABAérgico, desencadenando en la manifestación de los 

estímulos excitatorios como posible compensación opuesta, debutando con 

síntomas clínicos como irritabilidad, pérdida del control impulsivo, comportamiento 

agresivo hasta llegar a las crisis convulsivas como máximo exponente.92 
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13 Conclusiones 

Mediante el uso de herramientas de la química computacional como lo son el 

Docking y la Dinámica molecular se realizó el diseño in silico de análogos de N-

pantoilGABA de forma racional; se observó que el núcleo pantoilo, agrega mayores 

interacciones al anclar con mayor fuerza a los aminoácidos Glu, Tyr, Gly y Arg,    

esto aunado a que conservan las mismas interacciones en la cadena análoga al 

ligando endógeno GABA con los aminoácidos Asn, Thr, Glu, Arg y Lys presentes en 

los sitios activos y ortostérico de GABA-AT y el receptor GABAA 

respectivamente, siendo los diastereoisómeros de N-pantoilVigabatrina, los que 

presentaron mejores energías y modos de unión a los blancos proteicos utilizados 

del sistema GABAérgico, superando significativamente a su análogo vigabatrina y 

al propio valproato. La síntesis orgánica de la mezcla enantiomérica de N-

Ilustración 12-4 Gráfico que muestra el efecto sobre el tiempo de latencia a la primera crisis 

convulsiva posterior a la administración de una dosis de 95 mg/Kg de PTZ para N-pantoilvigabatrina a 

diferentes tiempos, concentraciones. VAS se administró con una dosis de 1 mmol/Kg al igual que la 

vigabatrina. El ensayo estadístico de ANOVA de una vía probó ser significativo para el post hoc de 

comparación múltiple de Bonferroni. *Estadísticamente significativo con respecto al control negativo  

y VAS p < 0.05. 
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pantoilGABA y de la mezcla diastereomérica de N-pantoilVigabatrina se realizó 

mediante un método síntesis de tipo solvent-free (en línea con la química verde), y 

su posterior purificación mediante destilación a alto vacío, que permitió tener 

rendimientos de 81.5 % para el caso de la mezcla enantiomérica de N-pantoilGABA 

y 80.26% para la mezcla diasteromérica de N-pantoilVigabatrina. Cabe agregar que 

el método de extracción de tabletas comerciales de vigabatrina diseñado mediante 

el uso de resina de intercambio iónico, fue una alternativa que disminuyó los costos 

de la materia prima empleada, debido al alto precio comercial de la misma, contando 

con una alternativa rentable para su obtención. Las posteriores pruebas in vivo 

determinaron una toxicidad baja para la mezcla de N-pantoilGABA, sin embargo, 

para la mezcla de N-pantoilVigabatrina se observaron efectos tóxicos a 

concentraciones cercanas a la LD50 y sobre todo un efecto paradójico al 

anticonvulsivo: proconvulsivo. Sin embargo, esto no impidió realizar los ensayos 

contra las crisis convulsivas inducidas con PTZ a dosis por debajo de la DL50. 

Durante los ensayos in vivo se pudo observar efectos somáticos correspondientes 

a una modulación del sistema GABAérgico, esto difiriendo un poco con los 

resultados encontrados en la evaluación in silico de las propiedades ADME-Tox, 

cuyos resultados indicaban que los ligandos no atravesarían la barrera 

hematoencefálica. Con esto cabe mencionar que la Vitamina B5, ácido pantoténico, 

contiene la misma porción pantoilo, y la función de esta vitamina recae en la 

transferencia de grupos acilos, importantes para la formación de la CoA, molécula 

necesaria para diferentes rutas metabólicas como el ciclo de Krebs, por lo que se 

propone que el método de ingreso de los ligandos propuestos a sistema nervioso 

central es por medio de transportadores que reconoce la propia vitamina B5.  

Los ensayos in vivo permitieron encontrar la posología y el tiempo de distribución 

óptimo para poder alcanzar una concentración en plasma y por supuesto, una 

biodisponibilidad en el sistema nervioso central, reflejado en una actividad 

anticonvulsiva estadísticamente significativa de la mezcla diasterómerica de N-

pantoilVigabatrina. Esto último correlacionado fuertemente con los ensayos de 

docking y dinámica que predijeron una modulación de proteínas del sistema 

GABAérgico. Con los resultados in silico e in vivo observados se propone que la 
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modulación de este ligando ocurre con un mecanismo similar al ya reportado para 

la vigabatrina, sin embargo, los grupos hidroxilo, metilo y el carbono carbonilo de la 

porción pantoilo, añaden mayores interacciones al reconocimiento por lo que 

aumenta su anclaje al sitio activo y, por otro lado, al sitio ortostérico de las proteínas 

utilizadas en los ensayos. 

Se necesita la puesta en práctica de más ensayos in silico, in vivo e in vitro para 

continuar con el estudio de dichos ligandos y así proponer algún cambio molecular 

en la estructura, además de la síntesis de los ligandos enantiopuros y diasteropuros 

para ampliar el conocimiento del reconocimiento molecular a un nivel más exacto y 

comprobar la existencia de estereoselectividad. Aunado a esto, el diseño de 

ensayos que permitan realizar una valoración más profunda que acerque a los 

ligandos propuestos a la práctica clínica en contra de los diferentes síndromes 

epilépticos mediante la modulación del sistema GABAérgico.  

14 Anexos  

14.1 Preparación de columna Amberlite-IR-120 

La preparación se realizó como se describe: 

Se toma una cantidad considerable de resina para preparar una columna, se coloca 

en un embudo montado en soporte universal con un tapón de algodón y se enjuaga 

con agua bidestilada hasta eliminar el exceso de color. Colocar la resina en un 

matraz Erlenmeyer de 100 mL, agregar un volumen de solución de ácido clorhídrico 

5N tal que suspenda por completo la resina y dejar agitando vigorosamente durante 

30 min. Asegurarse con tira indicadora de pH que el pH de la suspensión sea acido 

(aproximadamente pH =1). Posterior en una columna se coloca un tapón ligero de 

algodón en la parte inferior para que las partículas de la resina no obstruyan la 

salida, con la ayuda de un embudo se vierte la resina suspendida en solución acida 

dentro de la bureta montada en soporte universal sin dejar burbujas de aire. Eluir 

con agua bidestilada hasta eliminar el exceso de ácido comprobando con el goteo 

de la columna con tira indicadora de pH (pH=7). Nota: no dejar que la solución o 

agua rebase el límite superior de la columna, ya que esto provoca que se formen 

burbujas y la columna se seque.  
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14.2 Extracción de vigabatrina a partir de tabletas SABRIL® 

La preparación se realizó como se describe: 

Triturar tabletas de SABRIL en mortero con pistilo, solubilizar el sólido pulverizado 

en agua bidestilada considerando la solubilidad reportada de 55.1 mg/mL,82  

agregando un 10% más de disolvente de la cantidad para saturarla. Ajustar a pH de 

3 con solución 5N de HCl, dejar en agitación durante 60 minutos y filtrar a vacío. La 

solución obtenida se comienza a eluir en columna de amberlite-IR-120 de ácido 

fuerte previamente preparada, a una velocidad aproximada de 1 gota por cada dos 

segundos, seguir eluyendo con agua bidestilada hasta que el pH del goteo cambie 

a neutro comprobado con tira indicadora de pH. Posteriormente cambiar el matraz 

de recolección y comenzar a eluir a una mayor velocidad con solución NH4OH 5N, 

hasta obtener el pH del goteo igual que el de la solución de NH4OH, esto con la 

finalidad de bajar de la columna al aminoácido. Secar a vacío, volver a disolver con 

agua bidestilada y volver a destilar para eliminar los remanentes del hidróxido de 

amonio. Solubilizar en metanol y concentrar, agregar un volumen de acetona fría 

100 veces mayor que el del metanol y dejar enfriar a temperatura ambiente para 

posterior filtrar y obtener cristales de vigabatrina. 86% de rendimiento recuperado 

con respecto al teórico por cantidad de tableta. Punto de fusión 175-176 ºC.82 
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