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En .la actualidad, alrededor del 0.5% de Ia poblacién sufre de oonvulsiones; provocadas por
diferentes causas. Algunas de ellas se relacionan con factores especificos que pueden ser
t_rauma'ticos, toxicos, infecciosos, neoplisicos, del desarrolb o metabolicos.

Existen diversos farmacos que se utilizan en el tratamiento de las convulsiones, dentro de
los mis conocidos se encuentran las benzodiazepinas (BZP) cuyos nombres comerciales son
Librium"™ (Clorodiazepéxido), Valium® (Diazepam) y Mogadén™® (Nitrazepam), entre otros.

Las BZP son utilizadas en el tratamiento de algunos trastornos neurolégicos tales comeo
convulsiones, ansiedad y depresién. Estos firmacos producen una gran variedad de efectos
dentro de los cuales esta el anticonvulsivo, desafortunadamente los efectos terapéuticos de estos
firmacos tienden a desaparecer con el tiempo y al cabo de varios meses de tratamiento
anticonvulsivo, algunos pacientes reportan la reaparicién de las crisis.

En 1961, el clordiazepéxido nos introdujo 2 la era de las BZP; desde entonces se han
sintetizado més de 3000 BZP, probando asi Ia actividad biolégica de mas de 120 y se utilizan
cerca de 35 en la clinica médica en varias partes de] mundo.

Debido a la importancia que tienen este tipo de firmacos a nivel clinico, resulta de gran
interés el desarrollo de nuevos compuestos con actividad farmacolégica que puedan usarse de
forma efectiva en el tratamiento de convuisiones y que ademés presenten el menor nimero de
- efectos secundarios o no presenten.

Por lo antes expuesto se propone cono objetivo del presente trabajo Ia realizacién de un
estudio de cernimiento, con la finalidad de evaluar el perfil anticonvulsivo de una sintesis nueva
de andlogos de BZP como lo es la, 2-f{0-;p-}R-aminofenil]-3H-5-fenilo- 7-cloro-1,4-

benzodiazepina.
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2.1.- Clasificacién de convulsiones ¢ 5 9,

Las convulsiones consisten en contracciones involuntarias del misculo esquelético
provocadas por una descarga anormal, repentina y excesiva de las neuronas de la sustancia gris,
que se propaga a través de la sustancia blanca, causando alteraciones de los procesos neuronales,

afectando finalmente a un o6rgano terminal (1),

Se han clasificado en dos grandes grupos que son: Parciales y Generalizadas, en las
convulsiones parciales se puede detectar el inicio localizado de la crisis, ya sea por observaciéon
clinica o por registro electroencefalogrifico (EEG); las crisis se inician en un lugar especifico del
encéfalo. En las convulsiones generalizadas no existen datos de un inicio localizado y el grupo

de personas que lo padece es bastante heterogéneo (Tabla No. 1).

Para el tratamiento de las convulsiones se administran firmacos con actividad
anticonvulsiva, ya que estos reducen la hiperexitabilidad neuronal que provoca la convulsién.
Dentro de los firmacos utilizados como anticonvulsivos tenemos a las benzodiazepinas (BZP)

que son firmacos que actiian 2 nivel del SNC. - ’
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Tabla No. 1.- Tipos de convulsiones, caracteristicas y firmacos utilizados en su tratamiento.

ténico-clonica generalizada

Tipos de convulsién . Observaciones Férmacos'
I. Convulsiones generalizadas Movimimto ténico-clénicos, Fenobarbita]
A. Gran mal (ténico-clénico) peérdida de la conciencia, depresién | Fenitofna
parcial. Primadona
Acido valproico
B. Pequefio mal (ausencia) Lapsos breves frecuentes en la|Etosuximida
conciencia, con o sin actividad | Clonazepam
motora clénica, elevada frecuencia Trimetadiona
en los nifios. Acido valproico
C. Motoras menores
1. Acinética Pérdida repentina y breve dei tono | Acido valproico
(atbnica) muscular postural
i ) .
' 2. Miocldnicas Contracciones clénicas de misculos | Clonazepam
del tronco
3. Masivas Espasmos motores  infantiles, | Corticotropina
(hipsarritmias) deterioro  mental  progresivo, | Adrenocorticosteroide
epilépticas verdaderas Acido valproico
1. Convulsiones focales (parciales)
A. Motoras (jacksonianas) Lesién cortical, convulsién de un
(parcial simple) solo miembro o de un grupo de
musculos
Fenobarbital
B. Sensoriales Lesion cortical sensorial Fenitoina
(jacksoniana) - Carbamacepina
(parciz! simple) Primidona _
C. Sicomotoras Lesion det 16bulo temporal, afecto,
(parcial compleja). percepcién o conducta alterados,
: conciencia nebulosa
II1. Estado epiléptico Estado de =actividad convulsiva
continua, por lo com(m Diazepam
Fenitoina
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2.2.- BENZODIAZEPINAS (BZP).
Historia ,14)

‘A mediados de la década de 1950 se empezaron a estudiar métodos para evaluar el
comportamiento de firmacos con efectos tranquilizantes, en 1957 se llevé a cado la sintesis del
clordiazepéxido por Sterbach y el descubrimiento de su patrén (mico de acciones por parte de
Randall.

La mayoria de las BZP que han llcgado al mercado, fieron seleccionadas por su elevado
potencial ansiolilico en comparacién con su potencia para deprimir la funcién del éNC. Su
. extfaordinaria popularidad en la medicina clinica se debe en gran medida a su habilidad para
aliviar los sintomas de la ansiedad con una interferencia relativamente pequeita con la funcién
cogl;oschiva o Ia vigilia. |

Todas la BZP poseen propiedades sedante-hipnéticas en grado variable, estas
propiedades se han explotado en la clinica médica, en especial para facilitar el sue;ﬂo. Las
benzodiazepinas han desplazado a los barbitiricos como agentes sedantes-hipnéticos sobre todo
a raiz de su capacidad notablemente baja para producir depresion fatal de SNC.

Las BZP, suprimen la prolongacién de las crisis producidas por focos epilentogénos en la
corte:‘ra, el tilamo y las estructuras limbicas pero no anulan Ia descarga anormal del foco.

" En los animales de experimentacion, las BZP poseen-una potente accién anticonvulsivante

y asi en el rat6n el DZP suprime la fase ténica de las convulsiones provocadas por el electroshock

mdximo, elevando el umbral de las convulsiones producidas por el electroshock minimo e inhibe

las convulsiones provocadas por el pentilentetrazol 20).
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2.3.- Farmacocinética de BZP ) 15, .

Las BZP son débilmente bésicas razon por la cual se absorben con mayor eficacia a un
pH qlto, que se encuentra en ¢l duodeno, lo que puede explicar de algiin modo el inicio mas lento
de sus efectos en comparacidn con los barbitiiricos.

El metabolismo hepatico es quicn participa en la depuracion o eliminacién de t(_)das las

benzodlazepmas Los metabolitos hidrosolubles de las BZP se excretan principalmente por los

" rifiones. Las dos principales vias que intervienen son la oxidacién microsomal, incluyende la N-
desalquilac?én_ o la hidroxilacién alifitica y la conjugacién subsecuente.

U;la caracteristica importante de las BZP es la formacion de nﬁtabolitos activos con
efectos en el SNC, algunos de los cuales pueden tener un tiempo de vida larga (mayor de 50

horas). La biotransformacion de las BZP es la siguiente:
. A continuacion se presenta la biotransformacién de BZP, donde en las reacciones de la

fase 1 (*), se obtienen metabolitos activos, mientras que en las reacciones de la fase Il no tienen

‘actividad (**) y al ser metaholizadas se vuelven activas.

A
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Biotransformacién de BZP

Clorodiazepéiico Diazepam Prazepam Clorazepato**
Desmitilclordiazepoxido* Desmetildiazepam
]?emoxepam* Oxazepam

Conjugacion

Excrecion wrinaria

Fig. No. 1.- Metabolismo de algunas BZP, en las reacciones de la fase I, se obtienen metabolitos activos
(*), lo que aumenta su tiempo de vida media, sin embargo otras no tienen actividad (**) y al metabolizarse
se vuelven activas (11,15},

En humanos Ias BZP después de la administracién  intravenosa, son redistribuidas en la
forma tipica de agentes con alta solubilidad debido a su estructura quimica que tiene grupos
hidrofébicos, tienen preferencia por los tejidos ricos en lipidos como el adiposo y el cerebro. Las

BZP se fijan fuertemente a las proteinas plasmaticas.



FACULTAD DE QUIMICA " GENERALIDADES

2.4.- Farmacodinamia de BZP 5

Se ha encontrado que las acciones anticonvulsivas de las BZP se deben en gran parte a su
capacidad para estimular el aumento inducido por el 4cido gm amino butirico (GABA) en la
conductanc:a del ién clorurc (CI) a nivel de la membrana de la célula neuronal, En
concentraciones terapéuticas, el diazepam y otras BZP activas, aumentan los efectos inhibidores
producidos por la estimulacién de varias vias GABAérgicas y aumentan las modificaciones
inducidas por e} GABA en el potencial de membrana. Este ditimo efecto estd asociado con
mayor frecuencia de apertura dc los canales de CI. Hay eviciencias que sugieren una asociacion
molecular estrecha enire los sitios de unién especificos para las BZP ¥ los canales de CI,
regulados por el GABA 15,
Sin embargo, pueden existir otros mecanismos por 10; cuales las benzodiazepinas re;ducen la
excitabilidad de las neuronas. Ello incluyen, el aumento de las conductancias de potasio (K,
dependientes de calcio (Ca™)yala acumulacién de adenosinz, ninguno de los cuales requiere
GABA. ‘ '
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Un mecanisme generalmente supuesto para la accién de los firmacos anticonvulsivos es
. que ejercen accién estabilizante o depresora general, o estabilizante de membranas palra células
excitables, ¥y que el grado de especificidad que ejercen sobre neuronas particulares depende de su

capacidad de penetrar en forma relativamente selectiva en tales neuronas.

2.5.- Receptor GABA-BZP (5515,

El receptor GABA es una glucoproteina heterooligomérica de 200 a 400 KDa constituida
al menos por tres susbunidades distintas alfa, beta' y gamma. La unién de estas subunidades
forma canales al i6n cloro (CI). Los receptores a GABA pueden contener diferentes tipos de
subunidades distintas Fig, No. 2 lo que les confiere actividad farmacologica, mientras que el
GABA requicre de las subunidades alfa y beta para unirse, las BZP requieren de la subunidad

Estudios electroﬁsiolégipos han demostrado que las BZP potencian la neurotransmisién
GABAérgica a todos los niveles deI- neurt;eje en mamiferos, incluyend(; médula espinal,
hipotilamo, hipocampo, sustancia negra, corteza cerebelosa y corteza cerebral. La pbtencia-
producida por las BZP se debe a una hiperpolarizacién de membrana reduciendo asi Ia frecuencia
de carga de las neur'onas. Las BZP no sustituyen al GABA, sino que interactian con €l
aumentado la conductancia de iones CI debido a una mayor frecuencia en la apertura de estos
canales El dcido gamma amino butirico (GABA) producido por la descarboxilacién del acido

ghitdmico es el principal neurotransmisor hlhl"bidor del SNC.

10
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Fig. No. 2.- Modelo representativo del complejo macromolecular de Ila proteina
heterooligomérica que conforma al receptor GABAérgico, asi como la uni6én a las BZP y como es
que rodea al canal idnico de CI' con el que estd intimamente relacionadogs;

11
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2.6.— Dlmpam (DZP) (5,11,13,16)

Nombre quimico: 7-cloro-1,3, dihidrb-i-mtu-s-fenﬁ-zﬁ-l,+bénmdiachina-2-ona.

Nombre comercial: Valium™®; Vazepam™®; Zetran®.

Indicaciones: Preancstesia, sedacién, hipnosis, tranquilizante, ansiolitico, anticonvulsivo y
relajante muscular.

Generalidades: Ef DZP es una BZP de duracién prolongada que .:mtﬁa primiiaahmnte sobre el
SNC, produciendo- diversos grados de depresion, desde sedacién hasta hipnosis -y estupor
dependiendo de la dosis. | | e
Farmacocinética: El DZP es redistribuido en forma especialmente répida, con una vida media de
1 hora. El principal metabolito del diazepam es ¢l N-desmetildiazepam, es menos activo que el
compuesto otiginal y puede comportarse como un agonista parcial. El diazepam y el N-
desmetildiazepam son hidroxilados lenmamente dando otros metabolitos activos, como el
oxazepam. Lavidarmdiacle! DZP en el plasma es en promedio de 1 a 2 dias, mientras que la del

derivado N-desmetilado es de 60 horas.

12
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Farmacodinamia: Deprime el SNC a los niveles limbicos y subcortical del cerebro. Como
anticonvulsivo, suprime la diseminacién de la actividad convulsiva preducida por focos

epileptogenos en corteza, tilamo y estructuras limbicas.

El DZP suprime las convulsiones generalizadas inducidgs por estimulo en ratas
“encendidas” pero producen poca o ninguna reduccién en las postdescargas inducidas por
estimulos. 7
Efectos adversos: Insuficiencia respiratoria, paro cardiaco, urticaria, nduseas, vémito, excitacigbn,
alu.cinaciones, leucopenia, dafio hepatico, flebitis, 'trombosis venosa, dependencia
Vias de administracién y dosificacién: _

'El diazepam, se presenta en tabietas de 2, 5 y 10 mg, en cdpsulas de 15mg. de liberacién
brolongada para administracién oral y para administracién inyectable de 5 a 10 mg. Para el
estado anticonvulsivo el d1azzpam se administra por via intravenosa con una velocidad no mayor
de 5 a 10 mg., segin sea necesario; puede repetirs-c con intervalos de 10 a 15minutos, hasta una
dosis méxlma de 30 mg. Si es necesario, este régimen puede ser repetido luego de 2-a 4 horas,

pero no debe administrarse mas de 100 mg. en un periodo de 24 horas.

13
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3.- RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD U1, 14, 15),

El desgrrollo de muevos compuestos involucra la sintesis qumuca, estudios de
cernimiento  y evaluacién biolégica de los mismos, para deleﬁninar su uso terapéutico. La
mayoria de los compuestos se obtienen por modificacién molecular, generando una s.cn'e de

andlogos de algin compuesto con actividad ya conocida.

La BZP es una estructura compuesta por un anillo de benceno fusionado a una diazepina

"(anillo de 7 miembros que contiene dos nitrégenos). La posicién. relativa de los atomos de

nitrégeno en el anillo diazepinico da la posibilidad de formar diferentes series de con‘lpuestos
con actividades similares Fig. No. 3.

Se han identificado las caracteristicas quimicas comunes para la mayoria de las

sustancias antiepilépticas las cuales poseen dos regiones hidréfobas. En general, para ser activo

contra las convulsiones parciales, el firmaco debe tener por lo menos un anillo fenilo como

region hidréfobays,,

Estructura general de las benzodiazepinas.

Fig. No. 3.- representa la estructura general de las benzodiazepivas los radicales van‘a
depender de la benzodiazepina en cuestion. .
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FACULTAD DE QUIMICA ) ANTECEDENTES

En el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México se sintetizan
analogos de BZP por el Dr. Eduardo Cortés éortés y sus colaboradores, mismos que son
proporcionados a la seccién de Farmacologia del departamento de Farmacia en Ia Facultad-de
Quimica, para evaluar mediante un estudio ciego, su perfil anticonvulsivo

En este caso los compuestos a estudiar son derivados de las BZP, teniendo como
prototipo al Diazepam del cual se tiene una actividad ya conocida, y se le realizaran
modificaciones moleculares, con la finalidad de enc;ontrar un firmaco mis potente y eficaz .

A los compuestos proporcionados paraurealizar este proyecto se les asigno una clave que
es: compuesto VI-1, compuesto VI-2, hasta el compuesto VI-12, y es asignada por la persona
quellevaa cabo la sintesis y por su criterio de trabajo.

El ANEXO II presenta los anilogos de BZP que se trabajaron durante el proyecto, as

como algunas de sus caracteristicas.
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4.1- Métodos para evaluar firmacos anticonvulsivos: (75 0).

Existen diversos métodos de cernimiento de firmacos o sustancias con actividad
anticoqvu]sivas, algunos de ellos soﬁ:
1) Crisis eléctricamente inducidas
0 Estimulacién generalizada.
o Estimulacién localizada.
2) Crisis quimicamente inducidas
o Estimulacién generalizada: Pentilentetrazol (metrazol), estricnina, picrotoxina.
o Estimulacion local: Agentes irritantes (metales).
3) Estimutacién sensorial
o Auditiva
o Optica
4) Alteraciones metabdlicas
Para evaluar el tipo de actividad presente en las benzodiazepinas, existen metodologias
que se reahzan en animales (tales como la rata y el ratén), algunas de ellas son las siguientes:
a Actividad locomotora : -
o Actividad miorelajante
o Actividad hipnogénica
0 Actividad anticonvulsiva

o Comportamiento en general.
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4.2.- Pentilentetrazol 13,18).

Generalmente, el método de inducir convulsiones por administracién de sustancias
quimicas es el mas utilizado, empleando como agente convulsivante al pentilentetrazol. El
cual evalia la capacidad de las sustancias para inhibir las convulsiones ténico-clonicas

producidas por el agente quimico.

- N\

N

™N

Nombre quimico: 6, 7, 8, 9-Tetrahidro-5H-tetrazol [1,5-a] azepiﬁq

Nombre comercial: Metrazol

Indicaciones: Est‘imulante del sistema nmﬁom central, afopciones mentales tales como la
esquizofrenia y los estados depresivos.

Generalidades:  El pentilentetrazol, pentetrazol o pentimetilenotetrazol (Metrazol) es un
compuesto heterociclico, derivado del tetrazol, anillo que cémiene' 4 atomos de nitrégeno. Es
antagonista del GABA que actia en diferentes regiones del cerebro.

Farmac'odinamia: Para el pentilentetrazol la accién es central directa tinicamente, pues no

disminuye por la desnervacitn carotidea,
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La estimulacién puede lograrse por uno de los dos mecanismos generales, por bloqueo de
inhibicién o por excitac;ién reuronal directa, que puede comprender la mayor liberacion del
transmisor, su accién més prolongada, la Iabiﬁzacién de la membrana, postsindptica o el menor
tiempo de recuperacién sindptica.

Efectos adversos: La dosis que produce una estimulacién respiratoria eficaz esta cérca de la

dosis convulsivante (DE50= 90 mg/kg en ratén)
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FACULTAD DE QUIMICA ' OBJETIVOS

Objetivos Generales:
o Evaluar el efecto anticonvulsivo de nuevos andlogos benzodiazepinicos,
Objetivos Particulares:

o Determinar pruebas de solubilidad para los compuestos VI-1 al VI-12 utilizando

diferentes vehiculos.

-0 Hacer una prueba de cernimiento para encontrar -los anilogos benzodiazepinicos con

efecto anticonvulsivo.

0 Determinar la DES0 para cada compuesto que presente actividad anticonvulsiva.

21



FACULTAD DE QUIMICA

- HIPOTESIS

HIPOTESIS



FACULTAB DE QUIMICA HIPOTESIS

Hipotesis:

» El PTZ actia a nivel del SNC, provocando convulsiones ténico-clénicas, cuyas
caracteristicas permiten el estudio de fairmacos con propiedades ;mliconwﬂsivas; yel DZP
acta como neurotransmisor inhibidor del SNC, evitando las convulsiones provocadas
por el PTZ, por lo que si los anilogos benzodiazepinicos en ;:studio tienen propiedades
anticonvulsivas estéas ‘seran dgtectadas mediante el modelo de induccién de convulsiones

por PTZ.
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MATERIAL Y METODOS
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7.1.- MATERIAL

Biolégico:

Se utilizaron 129 ratones machos de la cepa CD-1 con un pese promedio entre 25-30 gramos.
Los animales de experimentacidn provienen del Bioterio de la Facultad de Quimica y no han sido
utilizados antes en alguna experimentacion. Los @om s¢ mantenian en cajas de acrilico
trar;sparemes con rejillas  de acero inoxidable, estos permanecen con acceso libre de agua y

alimento (Purina Rat chaw).

Yidrio:

» Vasos de precipitados de 100 ml -
» Pipetas graduadas de 1 mlL, 5 ml
> Agitador de vidrio

» Pipeta Pasteur con bulbo

» Frascos viales

Curacién:

» Jeringas insulinicas
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Diversos:

» Propipeta
| 3 Espatula
¥» Plumén
> Balanza

» Cajas de acrilico transparentes con rejillas

7.2.- Sustancias:

Estas sustancias fueron proporcionadas por la Seccion de Farmacologia del
Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica:

> Agua destilada

- » Metilcelulosa al 2%

> Pentilentetrazol; laboratorios SIGMA
3 Propilenglicol al 25%
» Tween 80 al 25%; laboratorios SIGMA

» Diazepam, proporcionado por él Dr. Eduardo Cortés del Instituto de Quimica de la UNAM.
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7.3.- Metodologia:

Las estructuras de los andlogos de BZP, no se nos dieron a conocer por tratarse de un
estudio ciego, solo los identificdbamos por las siguientes claves:

% VI-1
o VI-2
< VI3

» V4

<]

% VI-6
& VI-8
& VL9
% VI-10
% VI

» VI-12
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Para  evaluar si los compuestos proporcionados tenian efecto anticonvulsivo, fue
necesario solubilizarlos, realizando pruebas de solubilidad. Para lo cual se sugitieron 4 vehiculos
que se eligieron en base al tipo de estructura del compuesto en estudio, para determinar cual de
ellos solubiliza mejor ¢l compuesto y lograr una mejor administracién. Los vehiculos propuestos

son: Agua, metilcelusosa, propilenglicol y Tween 80.
Las pruebas de solubilidad se realizaron a micro escala de la siguiente forma: -

Se tomo alrededor de 1 mg del andlogo de BZP y se colocé en una placa con oradaciones,
posteriormente se le agregd una gota del vehiculo y se agitd con la espatula, observando si el

comp'uesto solubilizaba o no.

Una vez elegido el vehiculo a utilizar se procedié a buscar-el efecto anticonvulsivo en las

nuevas sintesis de andlogos de BZP, de la siguiente forma:

@ Los ratones se pesan ¥ se marcan por el método binario, colocandolos en cajas de acrilico

transparentes ¢on aserrin
0 Se formaron grupos aleatorios de ratones con una n de 3, para cada dosis.

2 Se administra el compuesto a probar por via intraperitoneal, la dosis a utilizar se
encuentra en un rango de 30 mgkg a 100 mg/kg; se observa el comportamiento del

animal por un periodo de tiempo de 15 minutos.
o Posteriormente se administra el PTZ por via subcuténea a una dosis de 90 mg/kg.
3 Se observa el comportamiento de los animales por un periodo dé 30 minutos, buscando

una respuesta del tipo todo o nada en cuanto si presentan o no convulsiones.
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DISENO EXPERIMENTAL

Realizar pruebas de solubilidad en placas para los
compuestos VI-1 al VI-12

Utilizar para la administracién del compuesto el vehiculo
en donde éste se solubilice mejor.

Determinar si el compuesto tiene efecto anticonvulsivo mediante
el método quimico, administrando pentilentetrazol por
via intraperitoneal.

Evaluar el comportamiento bioldgico en la experimentacion. }

[ Recopilacion de datos (tablas, cuadros, gréﬁcas}

[ Andlisis de datos]




FACULTAD DE QUIMICA METODOLOGEA

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Se coloca aproximadamente 1 mg del compuesto
sobre una placa de porcelana con
oradaciones

i

Se agrega una gota del vehiculo a probar

i

Se disuelve con la ayuda de una espatula y se ano
las observaciones para elegir el vehiculo.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTICONVULSIVA

Pesar y marcar ratones Administrar el compuesto por via
intraperitoneal segtin la dosis a probar.

. Observar
durante 15 minutos
Administrar por via subcutinea
pentilentetrazol (90 mg/kg)

Observar
durante 30 minutos

K}
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RESULTADOS
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8.1.- Eleccién del vehiculo para la administracién del compuesto. -

En el cuadro No. 1, se encuentran los resultados de la sofubilidad de los once anilogos

de BZP, utilizando los 4 vehiculos propuestos y en donde se observa cual solubilizo mejor a cada

compuesto.

Cuadro No. 1.- Solubilidad de 1a serie de anlogos benzodiazepinicos VI-1 al VI-12,

. B ++ ++ .
- + + + ++ +F Y
++ + ¥ . ++ |+ —+ -+ +
30%% 3
rOpileAgHEoLE] - {4+ | ++ [ ++ | 4+ | ++ | ++ | ++4 | =+ | ++ | = -+
Mca’ti}oelﬁlg"ﬁa"“ E = 2 B NC = [NTAN (I VIV IR PR I I ++
e
ETWeen 80°25%E] - [+t | w4 [t | o+ |+ | =+ | o+ | a2 | o | e 4+
IREERIB000%] +++ | =+ [+ | 4t |+t | +3+ | ook | 4t | +50 | = | ++

- No soluble, + Poco soluble, ++ Soluble, +++ Muy soluble.

8.2.- Curva Dosis Respuesta Cnantal de DZP

Se realiz6 una curva dosis respuesta cuantal para el diazepam, que es nuestro control
positivo Ctrl (+). En el cuadro No. 2, se presenta el porcentaje de actividad anticonvulsiva
obtenida con el Ctrl (+ ) en ratones, indicando as{ que al utilizar una dosis (7 de 0.4, 0.8,1.6, y 3.2

mg/kg se obtienc el 100 % de proteccion de convulsiones en ratones, con las dosis de 0.25 mg/kg

se obtuvo 60 % de proteccion y con 0.125 mg/kg no hubo proteccién, lo cual quiere decir que a

esta uitima dosis todos los ratones convulsionaron.
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RESULTADOS

Cuadro No.2, Datos de la Curva Dosis Efectiva 50 dcl Ctrl (+ ) DZP.

lﬁéﬁl“;tn:de 13 §N0§An HmAlesT SEfecto B ':f& gg;lchndf;l
i ;No.? almuprobadﬁs“ e
-0.9030 0/5 4] 3,355
-0.6020 25 40 4,747
-0.3979 5/5 [00 6,728 -
-0.0969 5/5 100 6,728
0.2041 5/5 100 6,728
0.5051 5/5 160 6,728

En la gréfica No. 1.- Representa la curva DESO del control utilizado en este estudio que

UNIDADES PROBITS

esel DZP.

CURVA DE50

(DIAZEPAM)

DEL CRTL(+)

2000 —

063

DEZ0 0.2 oy 3000 -

160 09 038

I i [ ]
Q7 Q4s

less | ] 1 ! |
05 H4 03

42 D1

| I N B B
01 02 93 04 05 o6

LOGARITMO DE LA DOSIS
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RESULTADOS

8.3.- Prueba de cernimiento grueso

El Cuadro No. 3, indica el vehiculo empleado para cada compuesto, asi como los

anilogos benzodiazepinicos que presentaron un efecto anticonvulsivo, de los once anélogos de

BZP solo dos protegieron a los ratones de las convuisiones inducidas por el pentilentetrazol.

) Ecaﬁ“i‘{g’é“

V’lné“

CUADRO No. §.- Cermmlento de los analogos benzodiazepinicos.
'EW" IR VGIEG

W
Observas

ratones’ . B | C10Ne8
100 3 Negatwo *
30 3 Positivo *
25%
%5 Tween 80 al 25% 100 3 Negativo *
'I‘ween 80 al 25% 92 3 Negativo *
100 3 Negativo *
100 3 Negativo *
160 3 Negativo *
84 3 Positivo kel
| Tween 80 al 26% 75 3 Negativo *
Metilcelulosa al 100 3 Negativo *
) 2%
2| Tween 80 al 25% 100 3 Negativo *

* Los ratones presentaron convulsiones del tipo ténico clénicas con las siguientes caracteristicas: levantamiento del

tren posterior, separacion entre sus patas traseras, opistdtonos y en algunos casos muerte por asfixia.

** No hubo presencia de convulsiones, los ratones se postraron tranquilos semejando estar sedados.
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Como en el estudio anterior los compuestos VI-2 y VI-9 presentaron un efecto

anticonvulsivo, este se repitié para verificar el efecto, por lo que se completo una n de 6 ratones.

En el cuadro No. 4, se muestran los andlogos de BZP que presentaron un efecto
anticonvulsivo y la dosis utilizada en cada uno de ellos, el compuesto VI-2 a una dosis de 30
mg/kg, empleando como vehiculo propilenglicol al 25% y el compuesto VI-9 2 una dosis de 84

mg/kg, utilizande, Tween 80 al 25%.

CUADRO No. 4. -Com uestos ue resentan actividad antlconvulswa

%i P eTt0 0 | Sl E Ve hishls Vi No*aéﬁmae"ﬁ’defeem 3 o

e N M W NGFATimales probados s e ]
'—W Propﬂenghcol al 25% 30 3/6 Positivo
OFEERs  Tween 80 al 25% 84 6/6 . Positive

8.4.- Curva Dosis Respuesta Cuantal para los ansdlogos

Una vez identificados los compuestos que presentan la actividad anticonvulsiva se

procedié a realizar una curva dosis efectiva 50 para cada compuesto.

Para el compuesto VI-2 (cuadro No. 5), se realizé la curva DES0 ¥y se encontrd que a una
dosis de 30, 45 y 60 mg/kg habia proteccién del 50 % en los ratones de las convulsiones yauna

dosis de 90 mg/kg se protegian al 100% de estas.
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Grifica No. 2.- Nos presenta la Curva Dosis Efectiva 50 para el compuesto Vi-2,

CURVA DES0 DEL COMPUESTO VI-2

4
7,000 —{

6.000 —
BO00 — = = = — m e e
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Para el compuesto VI-9 también se realizé la curva DES0 {Cuadro No. 6) encontrandose
que a una dosis de 84 mg/kg se obtenia el 100% de protecci6n para los ratones con respecto a las
convulsiones, sin embargo no se logrd determinar experimentalmente la proteccién al 50 % en los

ratones, debido a que no se contaba con mas compuesto; pero s se determind graficamente.

Cuadro No. 6.- Presenta los datos para elaborar fa curva DES0 del compuesto VI-9.

En la grifiea No. 3, se encontré la Dosis Efectiva 50 para el compuesto VI-9 de 74.13

me/kg
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Grifica No. 3.- Curva Dosis Efectiva 50 para el compuesto VI-9.

CURVA DE50 DEL COMPUESTO VI-9
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DISCUSION DE RESULTADOS

En este proyecto se ilevé a cabo.la evaluacién biologica anticonvulsiva de sintesis nuevas
de benzodiazepinas (derivados de la 2-(0-; p-JR-aminofenil-3H-5-fenilo-T-cloro-1,4-benzodiaze-
-pina).

Las BZP en gencral son estructuras débilmente bésicas. Se propusieron 4 vehiculos para
solubilizar a las BZP: Agua que tiene una e-structura polar, Metiléelulosa, por ser una estructura
estable en los dlcalis ;13}, ademds de ser utilizada como vehiculo en algunos experimentos;
propilenglicol que es un excelente vehiculo-para las sustancias orgénicas, por lo que se utiliza
como disolvente de firmacos (15 y por ultimo, Tween 80 que es un detergente usado como

vehiculo en estudios farmacolégicos y fisiologicos 23), estos vehiculos ademds tienen baja o nula

toxicidad (1320

Eleccion de) vehiculo

Del Cuadro No.1, se observa que los vehiculos polares como el agua presentan baja
solubitidad para los andlogos benzodiazepinicos, lo cual es dcbldo quizi a las caracteristicas

predominantemente hidrofébicas de estos compuestos.

Los solventes propilenglicol y metilcelulvsa presentaron una buena solubilidad para la

. mayoria de los compuestos debido a las caracteristicas de cada solvente.

El tween 80 fue ¢l disolvente que mejor solubilizd a los compuestos como se observa en el

Cuadro No. 1, esto pude ser a que por su naturaleza tensoactiva permite establecer una
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interfase entre la naturaleza hidrofilica de agua y la-hidroflica de los compuestos permitiendo asi

una mejor solubilidad de todos los vehiculos probados.

El DZP fue ¢ prototipo de los andlogos benzodiazepinicos trabajados durante el proyecto,
al cual se le modificé el grupo funcional carbonilo por una anilina (anexo oy, que contenia otros
grupos como: H, CL, OCHj, NO,, Br, CH; y OH en posici-én orto (0-) y para (p-), esto al parecer,
con la finalidad de aumentar la basicidad de las BZP en estudio, y asi pudieran absorberse con

mayor eficacia (s).
Efecto anticonvulsivo

En la evaluacién del efecto anticonvulsivo Cuadro N, 3, se'observé que la mayoria de
los compuestos no tienen tal efecto, indicando asi que las modificaciones realizadas en la

estructura de la BZP, intervinieron en la determinacion de Iz actividad anticonvulsiva,

En general, se observa que las modificaciones hechas a estos andlogos del DZP son
principalmente por grupos voluminosos, Jo cual nos hace pensar que debido a estos grupos no
hay una adecuada interaccion con el receptor GABA; ya que en la zonza en que se hicieron las
modificaciones (la posicién orto y para), es una de las zona§ que al parecer interactia con el

receptor GABA.

Por otro lado, se sabe que grupos voluminosos generalmente son antagonistas del Teceptor

por lo cual seria bueno plantear un experimento para identificar esta accién farmacolégica.
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Hay también otro factor que puede ser el responsable de que no se presentara el efecto
anticonvuisivo y es la dosis administrada, ya que a dosis altas, pueden algunos agonistas
presentar efecto antagonista 5y,

Algo muy importante de estos andlogos, es que de todos los andlogos probados, aquellos
que presentaban en posicién “para”(anexo m, un grupo altamente electronegativo como el Cly el
Br presentaron efecto anticonvulsivo, lo cual reafirma la importancia de este tipo de radicales ().

En la curva dosis respucsta cuantal para el CtrL (+), se determind una DESO de 0.22

»

mg/kg del DZP, mientras que en Ia literatura (7, se reporta una DE50 de 0.54 y 0.8 mg/kg por via
intraperitoneal debido a que el Ctrl (+) fue sintetizade bajo las mismas condiciones qﬁe los
anilogos benzodiazepinicos trabajados, se decidi6é utilizarlo como control en lugar de los
compuestos comerciales.

En lo que se refiere a la comparacion entre las DESO del DZP y la DE50 de los anilogos
que presentaron el efecto anticonvulsivo (Gréfica No. 4), podemos observar que el DZP sigue

siendo mis potente que los andlogos benzodiazepinicos.
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GRAFICA COMPARATIVA DEL CRTL (+)
Y LOS COMPUESTOS VI-2 Y VI-9
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También, se observa que el compuesto VI-2, ‘que contiene al grupo cloro (Cl-)en su
modificacién, es mas potente que el compuesto VI-9 que contiene al grupo bromo (Br), esto
puede ser debido a que el cloro es mas electronegativo que 1;1 bromo, aumentando asi su potencia
() con respecto al Br y por otro lado es menos voluminoso que el Br, lo cual ratifica el que

grupos voluminosos impiden una adecuada interaccién farmaco-receptor (3).
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CONCLUSIONES

Q

Q

De los once andlogos benzodiazepinicos, solo dos presentaron el efecto anticonvulsivo,

Los vehiculos que solubilizaron mejor a los andlogos benzodiazepinicos son 'el
propilenglicol a una concentracion del 25% y el Tween 80 al 25%.

El DZP sigue siendo mas potente que ld nueva sintesis de andlogos benzodiazepinicos en
estudio, debido a que se introdujo un grupo voluminoso (anilina) como sustituyente del
grupo carbonilo, lo que provoco una reduccion de la actividad de las BZP.

Solo los compuestos en la posicién para {p-) presentaron el efecto anticonvulsivo.

Para el compuesto VI-2'(p-Cl) se determino una DE50 de 36.30 mg/kg, mientras que para
el compuesto VI-9 (p-Br) su DES0 es de 74.13 mg/kg, debido a que el cloro es mis

clectronegativo que el bromo.
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Sugerencias

< Usar grupos pequefios que contengan un grupo nitro, para émﬁcntar la basicidad de las
benzodiazepinas, grupos muy elcctronegailvos para aunmtm la potcncna de estas y
pucdan tener una mayor absorc:én ¥y por !o tanto sean mas eficaces.

% Probar los anilogos benzodiazepinicos por via oral.

<% Buscar si los anilogos benzodiazepinicos son antagonistas de] DZP.
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VEHICULOS

Metilcelulosa (3,

Nombre quimico: Eter metilico de celulosa

Nontbre comercial: Syncelosa, Bagolax

Propiedades: polvo o grinulos blancos, aumenta su viscosidad con las sales inorgénicas, estable a
los dlcalis y 4cidos grasos, las suspensiones acuosas son neutras al tomasol.

S(;;lubilidad: Soluble en 4cido acético glacial; insoluble en agua y en soluciones salinas saturadas;
insoluble en éter, aleohol o cloroformo.

Dosis habitual como laxante de 1 a 1.5 g con agua de 2 2 4 veces al dia

Usos: Laxante, agente dispersante espesante, emulsificante y estabilizante.

Propilenglicol 3,

Nombre quimico: 1,2-propaﬁodiol

P}opiedadcs: Densidad = 1.037 g/ml, higroscépico, liquido viscoso, incoloro, sabor ligeramente
acre.

Solubilidad: Misible con agua, acetona, clor'ofonno. Soluble en éter

Dosis letal en ratas: 25 ml’kg

1(.Jsos: Disolvente para farmacos, cosméticos, lociones y ungiientos, conservador » humectante,

emulsificante,
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Tween 80 (13,17). . -

Nombre quimico: Polisorbaato 80, Esteres del sorbitan, derivados de poli(oxi-1,2-etanodiilo)
Nombre comercial: Zeneca

];répiedades: Dmasidad de 1.09 g/ml, liquido oleoso color limén a ambar, olor suave
caracteristico, sabor célido, algo amargo, pH entre 6 a 8 en solucion acuosa.

Solubilidad: Muy soluble en agua, soluble en alcohol; insoluble en aceite mineral

Dosis letal 50 en ratones, ratas (mVKg): 7.5, 6.3 por via intraperitoneal

Usos: Es un excelente hidrofilico y liofilico, emulsificante y agente dispersante en productos de

meédicina, surfactante, agente emulsionante.



FACULTAD DE QUIMICA ANEXO T

ANEXO II
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El presente cuadro nos presenta los grupos modificados al DZP, que se trabajaron durante
el proyecto, asi como algunas de sus caracteristicas:

~ 208210

p-C1 63 117-518 amarillo Positiva
o-Cl 45 189-191 crlema Negativa
0-OCH, 57 196-198 aperlado Negativa
p-OCH3 39 98 aperlado Negativa
p-NO, 51 159-161 amarille Negativa
o-Br 26 97-99 amarillo Negativa

p-Br 55 146-148 amarillo Positiva
o-CH, 67 161 crema Negativa
o-OH k) | 187-188 crema Negativa
p-OH 3 156-158 naranja Negativa

A continuacin se presenta la sintesis de los derivados de la 2-[(o-,p-)R-aminofenil-3H-5-
fenilo-7-cloro-1,4-benzodiazepina se llevo a cabo por una ruta sintética de seis pasos, utilizando
como mmaterias primas para el ultimo paso la 2-tiometil-5-fenilo-7-cloro-1.4-benzodiazepna
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RUTA GENERAL DE SINTESIS

Primer paso:

NH, 0 NH, O
Q- 0 —
' cl Cl .
| M :

Segundo paso:

| 0 H
NH, 0 : '!‘ o
; Br
QO A — oL
ol 0 Br
Cl

M (I

Tercer paso:

0
| N
NH, GHICH, OH O
o« N
@ | am
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SINTESIS DE 1 A-BENLODIAZEPINAS

Cuarto paso:

Sexto paso:

N §Ss—’cu3
SO»
cl N

R. Lawesson
———mmmeeaa—.

1)NaH O \S
2CH1  C

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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ANEXO II1
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/’H' o u
; ® N—H Ng N—H O 3 "'@R. mw/z(M-59)
oo A ‘f

~
N
O m/z{ Mzs]
. _ +

WM N % w/z(M-(76-R))"
= ¢
>+ %

O m/z (241 \ Ef
w/z(M-(63+HR))" / N\ | o
o, e
. mw/z(163)

Patrdn general de fragmentaciom
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Rayos X dela _
2-{o-cloro-aminofenil] -3H-5-[o-fluorofenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina
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