Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO

ESTUDIO DE LA ANHIDRASA CARBONICA EN LA ENFERMEDAD DEL
GLAUCOMA.

RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE POTENCIALES FARMACOS.

Autor: Sonia Cabornero Huecas
Fecha: Febrero 2020
Tutor: Carmen Luisa del Campo Pérez

-1-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

INDICE

RESUMEN ...ttt sttt ettt et e ete st s et e s st st es et e aseeteessessesane et sessassesesaseesenensesansansasesensnsens 3

ABSTRACT ..ottt ettt e ettt st e et st aae st e ses e s aesasesaestees et eesaaeeaesesses et ane et sessasses et ansetesensasaesansesesennns 3

. INTRODUCCION.......coeiemieersisnistesssss s ess s sss s st sss s st sss s st st s st bbb 4

D GLAUCOMA.......ooeeeeeee et et et etets et e st st et st s s ses s ses et ettt ee et et et s sassesars ses st een s ean s enssas 4

+ Aspectos generales y ClasifiCaCion........coocueieecee et s 4

L ST oY o F=1do] Lo} (- T OO U TR SU RO 4

LI o Yo o] il 0 [<Tor=1 Y [olc FOuS N OO U U TR 5

L o Yot oY gl o [ U< 1 0] [ole JOS N O UUSRSRRURRR 5

LI o Tot do] gl o) 4o F- | 1 1Y/ TR 6

L I o T o] gl o =101 '0) o) { [olc JENSNUu OO OO O ST U OO 7

49 EVOIUCION Y AARI0...cu ittt ettt ettt sttt ettt eae s s et s s et en s et ses s etesnssesetenens 7

0 TrATAMIENTO. .ttt et ettt st et et s ae et saaes b e s et sbe e beb e s eaeeheseennaberenseaeeee 9

D ANHIDRASA CARBONICA ... es oo seaesassssssess s sasssnsssssassssnssessss s s ssssssssssssssssnens 9

9 GENEIAIIAAAES. ...ttt ettt et et e et b et st s et et ae e be et et aseae et nanenes 9

++ Estudio de la anhidrasa carbdnica en el tratamiento del glaucoma.........cccceeeevvvveecrennns 10

+* Inhibidores de la anhidrasa carbONiCa.........ccooeueieiieece et v 10

[I. OBJETIVOS......ce ettt ettt s ese et et aesaseaesaeeaeeaesteste st st saesaesee e e sessens s aesaesaesaeseesesereaneansanes 12

1. METODOLOGIA. ..ot ereeisn et et s ses s s s et s et st s et 12

IV. RESULTADOS Y CONCLUSION.......couoretnrirreetnsisssssssssssssessssssssssssssssssss s sssssssssssssssesssssssensssnssses 12
++ Avance en la terapia del glaucoma

O 2-DENCIlPIPOIAZINGS.....c.oecveeeetieeeceeete e ee et te et s te e s e estees e e ssestestesrnansessansnnnn 12

o Xantatos Y tritioCArDONGALOS...........cueuecceeeececeeceeeie et ste e e et st sre e as e 15

V. CONCLUSION ..ot terreemneeeasees e eseesiss s et s sss s et st s s sk s bt 18

VI BIBLIOGRAFTA. ..ot ieters st sttt sts st s st s st st sbs s s st st st 18



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

RESUMEN

El glaucoma se caracteriza por la pérdida, en un principio asintomatica, de células ganglionares
qgue se puede manifestar a largo plazo en forma de ceguera. En esta patologia influyen
diferentes factores de riesgo cruciales para el desarrollo de la enfermedad, por lo que la
principal forma de manejarla es llevando a cabo un diagndstico y tratamiento temprano.

Dicha terapia habitualmente se basa en el tratamiento con diferentes grupos farmacolégicos
entre los que tienen gran influencia los inhibidores de la anhidrasa carbdnica, ya que se
encargan de disminuir de forma indirecta el humor acuoso.

A causa del interés creciente de este grupo de farmacos, se estan estudiando nuevas lineas
para la terapia del glaucoma. Estas tratan de sustituir los grupos terapéuticos utilizados
habitualmente para tratar esta enfermedad, por otros distintos que se unen de forma similar
a las diferentes isoformas de la enzima, pero que poseen mayor capacidad inhibitoria. Esto se
traduce en que el interés de estas nuevas investigaciones se base en la disminucion de los
efectos secundarios y en la mayor selectividad por las isoformas de la enzima.

Palabras clave: Glaucoma, presion intraocular, células ganglionares, anhidrasa carbdnica,
isoforma, sulfonamida, humor acuoso.

ABSTRACT

Glaucoma is characterized by the loss, initially asymptomatic, of ganglion cells that can
manifest in the long term in the form of blindness. Different crucial risk factors for the
development of the disease influence this pathology, so the main way to manage it is by
carrying our an early diagnosis and treatment.

Such therapy is usually based on treatment with different pharmacological groups among
which carbonic anhydrase inhibitors have a great influence, since they are resposible for
indirectly decreasing aqueous humor.

Because of the growing interest of this group of drugs, new lines for glaucoma therapy are
being studied. These try to replace the therapeutic groups commonly used to treat this
disease, with different ones that bind similarly to the different isoforms of the enzyme, but
with a different inhibitory capacity. This means that the interest of these new investigations
is based on the reduction of side effects and the greater selectivity of the enzyme isoforms.

Key words: Glaucoma, intraocular pressure, ganglion cells, carbonic anhydrase, isoform,
sulfonamide, aqueous humor.
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I. INTRODUCCION

GLAUCOMA

Aspectos generales y clasificacidn

El glaucoma es una neuropatia dptica progresiva que actualmente afecta a 60 millones de
personas en todo el mundo, pudiendo incrementarse estos valores hasta 80 millones en
2020, a causa del crecimiento y envejecimiento de la poblacién®. Esta enfermedad se
caracteriza por ser la principal causa mundial de ceguera irreversible, siendo el 10% de la
poblacién que padece glaucoma, afectada por ceguera bilateral(®).

Este trastorno se caracteriza por la pérdida del tejido neural (células ganglionares y sus
axones), la activacién de las células gliales (astrocitos), la remodelacion de tejidos que
conllevan a una excavacion de la cabeza del nervio éptico vy la reduccion del flujo sanguineo
como consecuencia de la atrofia del tejido®®.

Comunmente, el glaucoma se puede organizar en dos categorias dependiendo del angulo
iridocorneal, siendo estas, glaucoma de dngulo abierto y glaucoma de dngulo cerrado. Ambos
tipos pueden ser primarios, o secundarios si se atribuyen a otras causas como puede ser, el
resultado del sindrome de pseudoexfoliacién o del uso prolongado de esteroides, entre otras
(1) (5),

Se conoce como glaucoma de angulo abierto al tipo de glaucoma mas frecuente®, que
presenta un angulo iridocorneal amplio y es provocado por una obstruccion lenta de los
canales de drenaje. En cambio, el glaucoma de angulo cerrado se caracteriza por un aumento
de la presidn intraocular como resultado del estrecho dangulo generado entre el iris y la cérnea
que impide el adecuado drenaje del humor acuoso. El iris bloquea la malla trabecular, por lo
que el angulo iridocorneal se cierra y es lo que provoca un aumento de los niveles de presion
intraocular () (®),

Ademads de los mencionados, también son comunes el glaucoma de tensién normal,
caracterizado por generar un dafio en el nervio dptico provocado por una excavacién en el
disco 6ptico, pero sin aumento aparente de la presidn intraocular y el glaucoma congénito,
existente desde el periodo prenatal por un incorrecto desarrollo en los canales de drenaje del
0jo3)©),

Fisiopatologia

El glaucoma es una patologia multifactorial ®) que implica dafio ganglionar tras la combinacion
de factores de riesgo, siendo la presion intraocular el mas frecuente, aunque no necesario
para la aparicion de la enfermedad.

Ademas, las bases bioldgicas del glaucoma no se entienden del todo (), pero se ha estudiado
cierta relacion entre la presion intraocular y la destruccién de las células ganglionares.
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e Factor mecdnico

La presion intraocular (PIO) permanece estable cuando el flujo de entrada y el de salida son
equivalentes, siendo el flujo de entrada, el humor acuoso secretado por el cuerpo ciliar hacia
la cdmara anterior y el flujo de salida, aquel que drena tanto por la via uveoscleral como por
la malla trabecular, siendo ambas vias independientes (). [llustracién 1 7]
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El aumento de presién intraocular, hasta valores de 25-30 mmHg @), se produce a causa del
fallo de alguna de las vias de salida de humor acuoso [llustracién 2 ']. Este aumento se asocia a
una progresion débil de la enfermedad, por ello, una presidn intraocular elevada no conduce
al desarrollo de neuropatia dptica glaucomatosa en todos los sujetos 4. Este es el motivo por
el cual se considera la existencia de un mayor numero de factores de riesgo implicados.

[ﬂ Primary open-angle glaucoma E] Primary closed-angle glaucoma
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llustracion 2. En la figura B se muestra la
interrupcion del flujo del humor acuoso a
causa de glaucoma de dngulo abierto. En la
figura C se muestra la interrupcion del flujo
| = del humor acuoso a causa de glaucoma de
dngulo cerrado.

Region of
pupillary block

e Factor isquémico

Dentro de los factores involucrados se encuentra el flujo sanguineo ocular ¥ ©), ya que en
pacientes con glaucoma se modifica, quedando reducido, aunque dicha caracteristica no es
exclusiva de esta patologia. La reduccion del flujo conduce a un nervio dptico atréfico, pero
no genera dafio glaucomatoso. Esto se puede explicar ya que el vinculo entre el glaucomay el
flujo sanguineo ocular no es tanto a causa de la reduccién del flujo sanguineo sino, mas bien,
debido a la inestabilidad del mismo © (10 Esta inestabilidad del flujo sanguineo ocular se
genera a causa de la fluctuacién de la presién intraocular a un alto nivel o de la presién arterial
a un bajo nivel, cualquiera de los dos casos da lugar a una autorregulacién que excede de su
capacidad normal®,
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Relacionando los conceptos anteriores, se ha estudiado que la fluctuacion de la PIO a altos
niveles junto con una autorregulacién normal () 19 es similar a poseer una fluctuacién de la
PIO en rango normal con una autorregulacién perturbada.

El suministro de sangre que requiere cada dérgano varia 'Y, por lo que se necesita un flujo
sanguineo que permita su regulacién. Ademas, también se exige una adaptacion de la presién
de perfusién al igual que de la resistencia de los vasos sanguineos. Cuando no se genera una
adaptacién adecuada, se produce una autorregulacién perturbada® (9, La causa principal por
la que se produce es el sindrome de desregulacidon vascular primaria. Esta desregulaciéon
genera un gran impacto en la autorregulacién, en cambio, tiene ligera incidencia sobre el flujo
sanguineo ocular, por ello, es un factor de riesgo importante en la neuropatia dptica
glaucomatosa.

La desregulacién vascular primaria ¥ 1) puede diagnosticarse porque tiene un componente
heredado, siendo su principal manifestacién las extremidades frias. Es un desorden
mayoritario en mujeres que se inicia en la pubertad, por la presencia de estrégenos, y va
disminuyendo con la edad hasta llegar a mitigarse tras la menopausia. Esto también puede
explicar la produccién de hemorragias en astilla en la cabeza del nervio 6ptico mas comun en
pacientes que padecen glaucoma de tensidon normal y que estas sean mas frecuentes en
mujeres, aunque también pueden producirse manifestaciones en hombres, donde la
testosterona tendrd un papel fundamental.

Asimismo, la desregulacién vascular primaria explica la causa de que algunos pacientes con
bajos niveles de presion arterial (con flujo sanguineo disminuido) puedan adquirir dafio y
otros, en cambio, no. Si la presion arterial baja es debido a un fallo en la autonomia del sistema
nervioso la autorregulacién funciona de forma correcta, en cambio, si es debido a una
desregulacién vascular primaria, se manifiesta con una autorregulacién perturbada.

Esta autorregulacion perturbada provoca una reduccién del flujo sanguineo, pero este puede
ser reversible generando una lesién por reperfusion®® que se define como el dafio causado a
los tejidos cuando el flujo de sangre vuelve a los mismos tras haber sufrido un periodo de
isquemia.

e Factor oxidativo

En el caso del glaucoma esta lesion de reperfusién es leve pero repetida y cuando se produce,
genera a su vez un dafio inflamatorio y oxidativo (12, Particularmente, se origina un mayor
estrés oxidativo en la cabeza del nervio dptico, a causa de las abundantes mitocondrias alli
localizadas, ya que se trata de fibras nerviosas de alto consumo por carecer de vainas de
mielina. Este estrés oxidativo es el encargado de generar enfermedades inflamatorias y
degenerativas dentro de las que se incluye el glaucoma.

Para evitar la abundancia del mismo se utilizan moléculas que penetran hasta la membrana
interna de las mitocondrias localizadas en el nervio éptico. Entre estos elementos se incluye
el ginkgo, las antocianinas de los arandanos, la melatonina, la ubiquinona (coenzima Quo) y
compuestos con flavonoides polifendlicos entre los que se incluye el té verde o negro, el café,
el chocolate negro o el vino tinto (12,

-6-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacién contenida en el mismo.

Para confirmar la presencia del estrés oxidativo se producen cambios en la expresion génica,
utilizando linfocitos y astrocitos para su evaluacién. Ambos se utilizan como biomarcadores 4
(11) ya que los linfocitos cambian su expresién génica en presencia de una lesidn cerebral y los
astrocitos expresan complejos MHC-II que indican la comunicacién de estos con el sistema
inmune, sobre todo en reperfusidon. Ademas, si ocurre una lesidn de reperfusion se espera un
mayor numero de rupturas de ADN, una regulacidon positiva tanto de endotelina como de
metaloproteinasas (MMP) y un aumento de la actividad de proteosomas.

e Factor neurotdxico

lgualmente, se produce una regulacién positiva de la molécula de 6xido nitrico sintasa () (12)
en pacientes con glaucoma, que causa un aumento de éxido nitrico (NO). Este por si solo no
es perjudicial, pero es un pequeiio radical capaz de alcanzar los axones, donde hay un exceso
de radicales superdxidos causados por la lesion de reperfusién, por lo que conduce a la
formacién de peroxinitrito, pudiendo llegar a causar la muerte de células ganglionares.

Evolucion y dafio

En un inicio esta patologia se muestra
asintomatica @ ? (de la mitad de los
afectados solamente el 10% tiene
conocimiento de ello), pero conlleva
a una degeneracion lenta vy
progresiva de las células ganglionares
de la retina y sus axones. Esto se
genera debido a que las neuronas del

0Jo afectadas tienen el cuerpo celular llustracion 3. La imagen A muestra la apariencia de un ojo sano. En cambio, la
en la retina \ los axones en el nervio imagen B presenta apariencia del nervio éptico en un ojo glaucomatoso, que

éptiCO dando |ugar a una apariencia posee una excavacion y palidez mayor del disco dptico.

7’

diferente del disco dptico ligado a una pérdida de visién. Esta degeneracion del disco éptico
se manifiesta en forma de ventosas ‘Y, que es lo que diferencia el glaucoma de otras
neuropatias opticas. [llustracién 3 @]

En el disco dptico,”) de forma fisioldgica, se produce la convergencia de las neuronas
ganglionares generando una depresion central bastante reducida al salir del ojo, atravesando
la ldamina cribosa y concluyendo su recorrido en el nicleo geniculado lateral del talamo, que
es el responsable de recibir la informacién. En el caso de PIO elevada, se produce un
estrechamiento y una depresion mayor del disco dptico, que contribuye a una distorsidn de
la ldmina cribosa, generando una degeneracidén apoptética de células ganglionares. Estos
cambios generan alteraciones en las células del nervio éptico (donde se encuentran los
astrocitos y la microglia), remodelacion de la matriz extracelular, alteraciéon de la
microcirculacién y finalmente, atrofia de las neuronas que transmiten la informacion de Ia
retina hacia el nicleo geniculado lateral. [llustraciéon 4 ]

Ademas de la pérdida de células ganglionares por apoptosis, las células de apoyo en la retina
como las células Miiller y los astrocitos, pueden dafiarse en el glaucoma . Esta disfuncién se
debe a causa de un insulto primario, ya sea por la pérdida de la funcidn protectora o por la
liberacion descompensada de toxinas por parte de las células ganglionares.
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A

Cuando la enfermedad pasa a ser sintomatica 7! se genera una pérdida de visién que va
acompafada de una reduccion de la calidad de vida y de una mayor dificultad para realizar
actividades diarias, aunque esto depende de los estocomas (de su localizacidn, densidad v si

son unilaterales o bilaterales).

La evolucién puede ser tanto rdpida como
lenta, afectando primero a las fibras
nerviosas localizadas en la capa externa que
proporcionan visién periférica y dafiando a
continuacion las capas de fibras internas
gue generan la visién central. Debido a este
modo de evolucidn de la enfermedad, la
pérdida de la visién es gradual generando
primero oscuridad lateral que se traduce en
vision de tunel y produciendo un mayor

campo de oscuridad segln esta avanza.
[llustracién 5 (3]

Para evitar su progresion, es importante el

NORMAL VISION ADVANCED GLAUCOMA

llustracion 5. Muestra de la pérdida de vision a medida que se va
desarrollando el glaucoma, pudiendo progresar hasta ceguera.
Cuando se padece de vision normal, puede estar ya instaurado el
desarrollo de la enfermedad.

diagndstico temprano (12 y tener en cuenta los

factores de riesgo asociados. Hay que considerar el factor mas conocido de la neuropatia
Optica glaucomatosa, que es la elevada PIO, aunque no sea significativo en todos los pacientes
(7). Practicamente en todos los enfermos, la reduccién de la PIO mejora el pronéstico, siendo
mas beneficiados los diagnosticados con glaucoma de angulo cerrado, seguido de los que
poseen glaucoma primario de dngulo abierto.

Para controlar el aumento de la PIO, se deben evitar factores de riesgo como edad,
tabaquismo, diabetes mellitus, dislipemia e hipertension sistémica, entre otros. Hay una gran
evidencia de que la hipertensién arterial sistémica es un factor de riesgo relevante para la
adquisicion de glaucoma, aunque depende de la autorregulacion del sujeto 4.

Al hablar de los factores de riesgo, ) ®) también hay que tener el cuenta el tipo de paciente
tratado, ya que hay cierta variacion entre estos; en pacientes con glaucoma de tensidon normal
los factores que predominan en el desarrollo de la enfermedad son el sexo femenino, la raza,
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la desregulacidn vascular primaria y la baja presidén arterial. En cambio, en pacientes con
glaucoma de angulo abierto son los antecedentes familiares, la miopia elevada y la raza negra.
También, es mads frecuente presentar glaucoma de angulo cerrado en pacientes que posean
ojos pequefios e hipermétropes y en aquellos de descendencia asiatica (©.

Tratamiento

El tratamiento del glaucoma (12 (14 se puede realizar mediante la administracién de farmacos,
cirugia, implantes o nuevas terapias que aun siguen en investigacion. Estas formas de tratarlo
hacen que se lleve a cabo la reduccion del flujo de sangre hacia el cuerpo ciliar o el aumento
de la salida del humor acuoso, es decir, todo ello conlleva a una disminucién de la presién
intraocular, que seria la Unica forma de tratarlo.

Entre los farmacos (Y mas utilizados se encuentran:

- Agonistas colinérgicos: disminuyen la produccién y favorecen el aumento del drenaje
de humor acuoso generando una contraccion en el cuerpo ciliar. Para ello, pueden
unirse a los receptores de acetilcolina o inhibir indirectamente a la acetilcolinesterasa.
Dentro de estos se encuentra la Brimonidina.

- B-blogueantes: se administran junto a agonistas colinérgicos en personas intolerantes
a prostaglandinas. Ademads, se pueden administrar ellos solos de forma tépica ya que
se encargan de disminuir la produccién del humor acuoso, aunque generan un gran
numero de efectos secundarios. Un ejemplo representativo seria el Timolol.

- Andlogos de prostaglandinas: son los mas novedosos y la primera linea de tratamiento.
Inciden sobre el aumento de la salida del humor acuoso por la via uveoscleral. Incluido
en este grupo estaria el Lantanoprost.

- Inhibidores de anhidrasa carbodnica: es el grupo de farmacos mejor entendido a nivel
molecular y actian disminuyendo la produccion del humor acuoso. La Dorzolamida se
encuentra dentro de este grupo.

ANHIDRASA CARBONICA

Generalidades

La anhidrasa carbdnica (AC) es una metaloenzima que cataliza la hidratacion de diéxido de
carbono produciendo bicarbonato y protones (13,

El mecanismo de la anhidrasa carbdnica es fundamental para muchos procesos fisiolégicos (%)
(16) como el mantenimiento del pH, la homeostasis del bicarbonato, el metabolismo dseo y la
tumoracion. Aunque esta enzima estd implicada en multiples procesos, su funcién principal es
el mantenimiento del equilibrio acido-base en la sangre y los tejidos, que a su vez favorece la
expulsién del didxido de carbono de estos.

Esta enzima engloba diferentes familias® de las cuales a-AC es la que se expresa en
mamiferos, plantas y algas; B-AC existe en bacterias, algas y hongos; 6-ACy (-AC se encuentran
en diatomeas marinas y n-AC en protozoos. Actualmente, la investigacion de la anhidrasa
carbodnica se centra en la a-AC, ya que se intenta generar un avance en el tratamiento de las
diferentes enfermedades en las que esta implicada.

-9-
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En humanos (a-AC) se encuentran 16 isoformas diferentes (1) (16) distribuidas en diversas
localizaciones: hCA I, Il lll, VIl y XIII se localizan en el citosol; hCA IV, IX, XII, XIV, XV se sitlan
ligados a la membrana; hCA V tiene una ubicacién mitocondrial y hCA VI se secreta con la
saliva.

La a-AC estd formada ¢ por un dominio catalitico y en su sitio activo posee una molécula de
zinc junto con residuos hidrofébicos (como residuos de Histidina localizados en el bolsillo) e

hidrofilicos (incluyendo la molécula de agua/ion hidréxido). [llustracion 6 (7]
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1 7. . s .
Glu106 / \\ Gluloe Ve \\ enzimatico de la anhidrasa carbdnica.

Estudio de la Anhidrasa Carbdnica en el tratamiento del glaucoma

El humor acuoso (HA) se localiza en la camara anterior y, en condiciones fisioldgicas ' (18) ) se
secreta y discurre desde su posicion inicial, pasando por la malla trabecular hasta el canal de
Schlemm vy dirigiéndose finalmente hacia los vasos sanguineos. Cuando se trata de un ojo
glaucomatoso, el mal funcionamiento de la malla trabecular impide que el HA fluya
libremente, generando un aumento del mismo en la cdmara anterior.

Esta enzima se relaciona con la enfermedad del glaucoma (16 (18) debido a que la a-AC favorece
la hidratacion del diéxido de carbono generando la presencia de iones bicarbonato.

En un ojo glaucomatoso se genera un aumento anormal de la produccién de humor acuoso y
este contiene gran cantidad de iones bicarbonato. Por ello, se facilita el incremento estos
iones debido a la actuacidon de la enzima anhidrasa carbdnica y como consecuencia, se
favorece el aumento de la PIO en el ojo. Esta puede disminuir por una inhibicién de la AC, que
generaria una reduccion indirecta de iones bicarbonato, y con ello, un descenso en los niveles
HA.

Inhibidores de Anhidrasa Carbdnica

Desde hace 60 afios, los inhibidores de la anhidrasa carbdnica se han utilizado como diuréticos
y antiepilépticos, pero también han sido empleados para el tratamiento del glaucoma (*°). Esto
se relaciona con las diferentes isoformas. Los farmacos que actuan inhibiendo hCA | son
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utilizados para el tratamiento del edema cerebral y retiniano, mientras que los que actdan en
hCA |l son diuréticos y se emplean en el tratamiento de edemas, glaucoma, epilepsia y vértigo.
En cambio, los inhibidores de hCA IX y Xll son usados para el tratamiento de tumores sdlidos
(20).

Los inhibidores de la anhidrasa carbdnica son una de las principales clases de medicamentos
utilizados en la terapia del glaucoma %, En el tratamiento de primera generacién se incluyeron
los inhibidores de anhidrasa carbdnica sistémicos (acetazolamida, metazolamida,
ethoxzolamida y diclorfenamida)® (15, Estas sulfonamidas inhiben las enzimas que intervienen
en procesos ciliares, disminuyendo con ello la produccién de bicarbonato y el humor acuoso,
gue se traduce en una disminucidn de la PIO en un 20-30%. El uso de estos farmacos no es
selectivo para el o0jo, sino que intervienen en diferentes isoformas localizadas en otros tejidos,
lo que genera abundantes efectos secundarios. [llustracién 7 ©)]

Me N™ 87 “sln S—NH, /
H 2 iz /
é/ M o (o]
1 2 3
0=56= o NHEt NHEt
I i ‘S NHZ Mems NH, MeO(CH,)y™” @S NH
5 6

llustracion 7. Estructura de las moléculas empleadas para el tratamiento del glaucoma; 1-Acetazolamida;
2-Metazolamida; 3-Ethoxzolamida; 4-Diclorfenamida; 5-Dorzolamida; 6-Brinzolamida.

Debido a esto, se plantea una segunda generacion de farmacos que actuan tdpicamente,
dentro de la cual se incluyen la Dorzolamida y Brinzolamida. Son tratamientos que actuan
contra las isoformas Il y Xll, que poseen una constante de inhibicién con valores nanomolares,
junto con propiedades como buena solubilidad en agua y suficiente liposolubilidad como para
penetrar en la cérnea. Estos farmacos se utilizan con el fin de disminuir la PIO, generando
menos efectos secundarios que los de origen sistémico.

También se plantea la existencia de otro grupo de farmacos, los de tercera generacién. Se
denominan “enfoque de cola” porque estdn formados por la unién de grupos funcionales
solubles unidos a moléculas de sulfonamidas aromaticas o heterociclicas que poseen grupos
derivados de restos de tipo amino, imino o hidroxilo. Dichos farmacos poseen baja constante
de inhibicion con valores nanomolares, buena solubilidad en agua, buena permeabilidad en la
cornea y, ademas, buenas propiedades en cuanto a la disminucidon de PIO. Estos ultimos
fueron probados en ensayos y mostraron 2-3 veces mads eficacia que los de segunda
generacion, aunque no llegaron a desarrollarse en la practica clinica'®.

Actualmente en Espafia, existen comercializados varios medicamentos inhibidores de la
anhidrasa carbdnica tanto de uso sistémico (raramente indicado) como de uso tépico. Ambas
formas son utilizadas teniendo en cuenta sus efectos secundarios, para disminuir la cantidad
de humor acuoso y mejorar el flujo de este hacia el exterior. Los medicamentos utilizados son
(21) 22): Trusopt (Dorzolamida), Azopt (Brinzolamida), Diamox (Acetazolamida) y Neptazane
(Metazolamida).
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Il. OBJETIVOS

El objetivo principal es el estudio de la enfermedad del glaucoma contemplando la relaciéon
gue mantiene con la enzima anhidrasa carbdnica, asi como la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos utiles para el tratamiento ademas de los ya existentes, que puedan sustituir a la
terapia empleada actualmente, generando una disminucién de los efectos adversos y un
incremento en la actividad inhibitoria.

IIl. MATERIAL Y METODOS

La elaboracion del trabajo se plantea como una busqueda bibliografica acerca de la
implicacion de farmacos que actian sobre la anhidrasa carbdnica, junto con los avances en
terapéutica.

Para su realizacion, se ha recogido informacion de diferentes fuentes bibliograficas on-line
entre las que se incluyen PubMed, ScienceDirect, Eselvier y Google Académico, donde la
mayoria de informacion contrastada se encuentra en forma de articulos, tanto en inglés como
en espafol. La busqueda de la informacidn objeto de este trabajo se ha realizado mediante el
empleo de las palabras clave ya mencionadas, escogiendo los articulos de acuerdo al afio de
publicacién, para que la informacién sea lo mas actualizada posible.

Junto a las anteriores, se han utilizado otro tipo de fuentes como BUCea (Biblioteca de la
Universidad Complutense) para ampliar la busqueda y disponer de mas informacion, que se
encuentra incluida en libros on-line y la pagina de la AEMPS, para la consulta de fichas técnicas
de medicamentos. También se obtuvo informacién de organismos oficiales como la Sociedad
Espafiola de Oftalmologia (SEO).

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los farmacos antiglaucoma mds comunes que se emplean para la inhibicién de la anhidrasa
carbdnica son las sulfonamidas y sus isésteros. Estos han sido los farmacos dominantes
durante un largo periodo de tiempo.

A causa de los numerosos efectos secundarios de las sulfonamidas ® por el hecho de inhibir
varias de las isoformas de la anhidrasa carbdnica, se planted la necesidad de buscar nuevos
agentes terapéuticos.

Avance en la terapia del glaucoma

2-Bencilpiperazina [Nf\Ph
N

Entre los compuestos que permiten el progreso del estudio de
tratamientos para el glaucoma se encuentra la molécula de 2-
bencilpiperazina unida ** en 4 a un grupo sulfamoilbenzamida y por B SO,NH;

el otro nitrégeno de la piperazina a un grupo alquil/acil/sulfamoil.  justracion 8. Modelo quimico de
[llustracién 8 (19)] inhibidores de AC que contienen
el grupo 2-bencilpiperazina

0]
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El sitio activo de la enzima posee (23 un area hidrofébica que interactta con el grupo bencil de
la molécula, un area hidrofilica que genera una interacciéon con la amina cargada y una
molécula de zinc que se siempre se encuentra unida al grupo sulfamida‘®®. A diferencia del
grupo sulfonamida, la piperazina debido a su estereoquimica y flexibilidad del anillo, permite
diferentes interacciones. [llustracién 9 (9]
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llustracion 9. Modo de unidn al sitio activo de inhibidores de AC que contienen 2-bencilpiperazina

Todavia no queda clara la influencia de la posicién del grupo de unidn al zinc (ZBG), ya que en
algunos compuestos se encuentra unido al nitrégeno proximal y en otros al distal. Tampoco
se conoce con seguridad la influencia de N-sustituyentes en la actividad, por lo que estas dos
caracteristicas complican aiin mas la relacién estructura-actividad (SAR) (19,

Ademas de tener en cuenta el disefio de las interacciones de los inhibidores con las diferentes
isoformas de la enzima (hCA I, hCA I, hCA IV, hCA IX), hay que tener en consideracion el centro
estereogénico junto con los grupos R y R?, siendo estos los diferentes sustituyentes unidos a
cada uno de los dos nitrégenos de la piperazina, que es lo que genera potencia y selectividad
(24) 25) Las isoformas | y Il no tienen preferencia por ninguna de las dos configuraciones,
mientras que hCA IV lo tiene por el enantiémero Ry hCA IX por el S (19,

Se realizé una comparacién de la actividad inhibitoria de cada una de las isoformas, para asi
conocer el diferente grado de potencia que tiene cada uno de los compuestos sobre estas,
usando como compuesto de referencia la acetazolamida (AAZ). Ademas de la potencia, se
comparo la relacion eudismica de dichos compuestos (19,

Como compuestos mas potentes para hCA |, es decir con valores de la constante de inhibicion
(Ki) menores de 10 nM, se vieron las estructuras de (R)-6, (R)-8 y (R)-11. En cuanto a la
isoenzima hCA I, isoforma mas involucrada en la secreciéon de humor acuoso, se determind
mayor potencia para el derivado (S)-17, aunque la mayoria de los compuestos poseen valores
de Ki nanomolares. Para hCA IV, la estructura de (R)-11 mostré una mayor potencia, no
obstante, casi todos los R-isémeros tienen valores bajos de Ki mostrando con ello mayor
potencia que el compuesto de referencia AAZ. A diferencia de las isoformas anteriores, la hCA
IX es la menos sensible a la actividad de estas moléculas, por lo que solo los compuestos (S)-1
y (S)-7 tienen una actividad similar a la del compuesto de referencia, mientras que los demas
poseen una potencia de 3 a 105 veces menor [Tabla 1 *9].
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N Rl Rz hCA 1 K; (nM) ER" hCA Il K; (nM) ERP hCA IV K; (nM) ERP hCA IX K; (nM) ER"

(5)>1 ZBG CH.Ph 88.9 020 46.0 026 79.3 1 279 0.011
(R)-1 455.7 176 66.9 2639.1

(8)-2 7BG H 4219 48 2645 33 754 13 930 0.06
(R)-2 8.7 8.1 5.6 1442

(5)3 ZBG CHs 707.0 19 3586 48 3425 a5 1431.9 1
(R)-3 37.7 7.6 36 1206.9

(5)4 ZBG CHsCO 9.6 044 7.7 020 6.0 2 170 1
(R)-4 218 389 29 197.8

(5)>5 ZBG PhCO 82.8 2 61.3 2 7.8 0.06 227 1
(R)-5 44.3 334 1334 205.0

(5)-6 ZBG PhCH,CO 295 10 6.8 1 54 2 191 1
(R)-6 29 48 23 166.1

(8)»7 ZBC CH;S0, 186 6 161 21 725 36 31.6 0.14
(R)-7 290 7.5 20 2323

(5)-8 ZBG PhSO; 3303 92 59.3 8 7.8 2 83.0 0.07
(R)-8 3.6 7.6 316 1206.9

(5)9 H ZBG 60.7 1 834 5 293 6 2251 0132
(R)-9 494 154 4.6 1717.9

(8)10 CHzPh ZBG 221 0.06 83 0.14 733 32 2492 059
(R)-10 3802 60.7 23 418.5

(5)>11 H; ZBG 568.6 146 3278 61 146 86 1716.3 1
(R)-11 39 54 17 1811.1

(8)12 H;C0o ZBG 88 0.16 7.6 024 66.8 20 837 037
(R)-12 55.6 320 313 273

(5)13 PhCO ZBG 30.7 057 15.0 029 68.0 17 245 0.15
(R)-13 539 52.5 4.0 1659.0

(5)-14 PhCH.CO ZBG 5426 82 927 13 3710 143 177 0.12
(R)-14 6.6 7.0 26 1520.4

(S)}15 (H350; ZBG 7.9 026 6.0 0.19 79.7 4 744 041
(R)-15 30.6 323 19.0 1811

(5)-16 PhSO; ZBG 245 5 951 15 62.2 7 1589.1 4
(R)-16 51.6 62 87 3596

(S)17 ZBC ZBG 6.1 0.11 20 025 139 27 104 004
(R)-17 57.2 79 5.1 2625.5

AAZ - - 250 - 12 74 - 25 -

Tabla 1. Actividad inhibitoria de los enantiomeros sobre las isoformas I, 11, IV y IX de la AC humana. El compuesto de referencia utilizado
es la sulfonamida estdndar, acetazolamida.

De todos los compuestos incluidos en la tabla anterior, se seleccionaron los enantiémeros (R)-
2y (R)-11 para realizar un test in vivo, ya que estas moléculas poseen alta potencia y es similar
en las diferentes isoformas excepto en la hCA IX, que es mucho menor. Esto se traduce en la
interaccidon de dichos compuestos con las isoformas que tienen influencia en el glaucoma,
pero prescinden de unirse a la relacionada con tumores sélidos. [llustracién 10 9]
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llustracion 10. Modo de unidn de los compuestos (R)-2 (rosa), (R)-11 (naranja), (S)-2 (morado), (S)-11 (verde oscuro) al sitio
activo de las isoformas hCA Il (A) y hCA IV (B).
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Los compuestos (R)-2 y (R)-11 se administraron a conejos con alta PIO como gotas oculares al
1%, comparandolos con el farmaco de referencia (dorzolamida). Como resultado se
obtuvieron valores de potencia y eficacia similares a la dorzolamida, ya que disminuyeron la
PIO aproximadamente 10 mmHg, haciendo estos efectos notorios a partir de los 60 minutos
y llegando al valor maximo de disminucion de la PIO a los 120 minutos.
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Ilgualmente, se realizd un test in vivo sobre modelos estables de glaucoma inyectando el
compuesto (R)-2 y compardndolo de nuevo con el mismo compuesto de referencia que en el
caso anterior. El resultado fue una disminucién progresiva de la PIO al cabo de los dias con
respecto al vehiculo. Asimismo, se puede apreciar una diferencia significativa de la
disminucion de la PIO entre la dorzolamida y el compuesto (R)-2, siendo este ultimo
aproximadamente dos veces mas eficaz. [llustracién 11y 12 9]
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. llustracion 12. Resultados del test in vivo que se realizé conejos
134 normotensos.
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llustracion 11. Resultados del test in vivo que se realizé

conejos hipertensos.

Xantatos y tritiocarbonatos

Junto al avance en el disefio de estos inhibidores basados en sulfonamidas, se han descubierto
inhibidores de la anhidrasa carbdnica novedosos como los xantatos y los tritiocarbonatos. Se
plantea la utilizacién de estos modelos como inhibidores de AC debido a la posibilidad de
coordinacién de aniones inorganicos con el zinc localizado en el sitio activo(?®) (27),

Estos novedosos compuestos se conocen a partir de los tritiocarbonatos (CSs%) vy
ditiocarbamatos, como principales precursores, cuya estructura general es R'R2N-CS,M*. Para
la obtencidn estas estructuras se realizaron diferentes modificaciones en los ditiocarbamatos,
como la sustituciéon del nitrogeno por oxigeno en caso de los xantatos (RO-CS,"M*) o por azufre
en caso de los tioxantatos (RS-CS, M*). (20)

El modo de interaccion de estas moléculas se genera mediante la coordinacion del zinc del
sitio activo con uno de los grupos azufre que conforman estos compuestos. [llustracién 13 9]
Ademads, se establece un enlace adicional desde el grupo azufre del compuesto, mencionado

Thr199 S .
“;csi
v
'

:Zn
o llustracion 13. En la figura de la derecha se
is95 aprecia la union del xantato al sitio activo y en la
de la izquierda la del tritiocarbonato. Este modo
de union ocupa una una posicion similar a la del
complejo hCA ll-bicarbonato.

CA - trithiocarbonate CA - xanthate
adduct addirt
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previamente hasta el grupo hidroxilo del Thr199 que se encuentra en el sitio activo y una
unidn distinta, a partir del grupo amino del Thr199 ya citado con otro de los grupos azufre que
posee la molécula, diferente al anterior./2®) También hay que tener en cuenta el contacto de
estos elementos con los aminoacidos que se encuentran en el sitio activo de la enzima, ya que
proporcionan un alto poder inhibitorio.

Considerando que los restos organicos son la principal influencia sobre la actividad inhibitoria
de las diferentes isoformas!2®) (27), se comprueba el poder inhibitorio de los compuestos con
respecto a las diferentes isoformas humanas (hCA I, hCA I, hCA IX, hCA XIlI), teniendo como
compuesto de referencia la acetazolamida. [Tabla 2 9]

X

R-O-CSSK' R-S-CSSK' e HJCN

1-18  (Xantatos) 19  (Tritiocarbonato) 29 (Ditiocarbamato)
No R Ki {nhy*

hCAl hCAII hCA IX hCA XII

1 Me 687132 346423 631154 BDEz46
z Et 604218 305127 566150 Bl1465
3 i-Pr 401431 30714 531+28 685243
4 i=Amyl 638+50 298421 322416 561250
5 n-CsHyy 38417 30128 403438 TeHE19
6 n-CyHqz 351421 337430 72,146 81076
7 eyclopentyl 532442 36622 47,243 74.746
] eyclohexyl 795161 293+14 TH.EL7 73614
9 MexN-CH1CH2 IS 60415 Te0+45 T45+29
10 Me:N-CH:CH,OCHCH: 45,142 81104 B31+59 622252
11 Boc-MH-(CHa ) 56203 95408 622430 T05+26
12 Boc-NH-(CH;) 63104 59.0+3 T65+41 744253
13 PhCH; 76146 45.1+2 106 60403
14 Ph;CHCH, 64115 54104 58.0+4 63344
15 2-Pyridyl-CH;CH; 74247 13.1£1.2 4.340.2 3603
16 1-Adamantyl-CHa 81.3+6 21.5t1.8 7oL Tanzs2
17 1-Adamantyl-CH2CH: 35144 6.410.5 Tro+69 T3TE68

O
18 63.413 6.610.4 643+37 835159
12 PhCHa 73.5%5 75,746 T.8+0.5 6.7+0.6
20 - 531426 T3.6+7 678451 TO9E62
AAZ - 25013 1240.9 25£1.7 5.7+0.3

Tabla 2. Actividad inhibitoria de los compuestos sobre las isoformas I, Il, IX y XIl de la AC humana. El
compuesto de referencia utilizado es la sulfonamida estdndar, acetazolamida.
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En la isoforma hCA |, los compuestos con grupos alquilo o cicloalquilo (1-9, 20) son los que
poseen una menor actividad, mientras que los compuestos que portan restos aminoalcoxi,
arilalquilo o policiclicos (10, 13-19) poseen una actividad inhibitoria media, siendo los
compuestos de mayor actividad los que cuentan con un grupo protector, Boc (11-12).

Como en el caso anterior, en hCA Il los compuestos que llevan grupos alquilo o cicloalquilo
tienen baja potencia (1-8), los compuestos 12, 13, 16, 19 y 20 tienen potencia media por sus
valores de Ki y algunos xantatos como 10-11, 14-15, 17-18 poseen una mayor efectividad
comparado con AAZ, porque incorporan grupos mas voluminosos como Boc-aminobutilo, 1,1-
difeniletilo, etc. (20)

La isoforma hCA IX estd asociada a tumoracién 8 y a diferencia de las anteriores, los
compuestos que se unen a esta son inefectivos, excepto ciertos xantatos con potencia media
(6-8, 14) que incorporan restos N-alquilo, cicloalquilo y difeniletil. En cambio, los compuestos
con mayor poder inhibitorio incorporan restos bencilo o 2-piridiletilo (13, 15 y 19), grupos
sencillos en cuanto a la SAR. Para la isoforma restante, hCA Xll, tiene cierta similitud con la
anterior en cuanto al poder inhibitorio, siendo los compuestos mas potentes los mismos que
los de la isoforma previamente mencionada. (2%

Las isoformas citosélicas, que son hCA | y Il son mejores inhibidores cuando incluyen en su
molécula grupos Boc-aminoalquilo, adamantiletilo u otros sistemas de anillos policiclicos.

En cambio, las isoformas transmembrana, entre las que se incluyen hCA IX y XIl, generan
mayor potencia inhibitoria cuando se incluyen grupos bencilo o 2-piridiletilo.

Se realizd un test in vivo con los xantatos con AOP
mayor efectividad sobre la isoforma hCAllde (e

la enzima (predominante en los cuerpos 2 0 wo  1so 20 250 300
ciliares), por lo que se seleccionaron los é: .
compuestos 10, 11, 14, 15y 17. La prueba fue 6o —I—%— /,_k/ ——
efectuada sobre conejos normotensos, E A\ e "_‘,if =
aplicando xantato al 2% directamente en el 15 1"- > — 5 —
ojo y se obtuvo una disminucién de la PIO jjz \ ‘%/ : .
entre 1-3,5 mmHg. En este modelo, la 30 \?// -
dorzolamida seria ineficaz como agente :jji T vehee
reductor de la PIO, ya que seguiria la misma Time (min)

curva vista para el compuesto utilizado como
vehiculo.29 [llustracién 14 9]

Se repite el test realizado anteriormente, con la
utilizacion de los mismos compuestos, pero esta
vez en conejos hipertensos (28 (20 |3
dorzolamida si que es eficaz en este modelo,
comenzando a verse su efecto una hora
después y llegando a disminuir la PIO hasta 4
mmHg, aunque este efecto desaparecio o fue
despreciable a los 150 minutos tras su
administracion. En cambio, los xantatos
disminuyen la PIO entre un 4-12 mmHg esto se
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llustracion 14. Resultados del test in vivo que se realizé conejos
normotensos.
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traduce en 2-3 veces mas efectividad que la dorzolamida, generando el pico maximo de
disminucion de PIO entre los 50-100 minutos. El efecto sigue siendo significativamente
relevante a los 200-250 minutos tras su administracién. [llustracién 15 ?%]

De todos los xantatos utilizados para esta comparacién a través del test in vivo, se ha llegado
a la conclusién de que el mejor compuesto es el 14, puesto que posee el menor valor de Ki 'y
su P10 disminuye un maximo de 12 mmHg, reduciéndose hasta 3 veces mas que al administrar
la misma concentracion de dorzolamida.

V. CONCLUSION

El glaucoma se caracteriza por ser una enfermedad degenerativa progresiva, que en un
principio es asintomatica, pero segun evoluciona empieza a observarse una pérdida de visién
gradual. Para frenar la evolucién de dicha enfermedad, es importante realizar un diagndstico
temprano y, ademas, se procura incidir en los factores de riesgo asociados.

El tratamiento de esta neuropatia dptica se realiza mediante diversos farmacos que acttdan
reduciendo el humor acuoso como analogos colinérgicos, B-bloqueantes, analogos de
prostaglandinas e inhibidores de anhidrasa carbdnica. Centrdndonos en estos ultimos, las
sulfonamidas tradicionales han quedado en un segundo plano debido a sus numerosos efectos
secundarios, para dar paso a diversos avances en terapéutica que incluyen modificaciones en
las moléculas, como los analogos de sulfonamida que contienen 2-bencilpiperazina en su
estructura, permitiendo que estos compuestos posean una mayor potencia.

Igualmente, se establecen novedades en la terapia del glaucoma con la introducciéon de
moléculas como xantatos vy tritiocarbonatos, que difieren mucho de la terapia glaucomatosa
actual, a causa de su estructura en forma de aniones, aunque la forma en la que se unen a su
sitio activo es similar a las sulfonamidas. Dichos compuestos inciden con mayor potencia en
las isoformas hCA |, hCA Il y en caso de los compuestos con bencilpiperazina, también sobre
hCA IV.

Las moléculas que contienen bencilpiperazina se unen a las diferentes isoformas de la AC,
aunque hay un par de moléculas, (R)-2 y (R)-11, que destacan sobre la intensidad de esta
union. Estas se utilizan para la realizacién de un test in vivo, donde provocan el doble de
eficacia al compararlas con el compuesto de referencia.

En relacién a los xantatos y tritiocarbonatos, los compuestos con mayor potencia son los que

contienen grupos voluminosos en su estructura e inciden sobre la isoforma hCA Il. Esto se
puede apreciar en el test in vivo con una reduccién de la PIO de hasta 12 mmHg.
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