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l. Introduccion

Las benzodiazepinas (BZs) son un grupo importante de farmacos que actuan sobre el
Sistema Nervioso Central (SNC), y tienen gran uso en el tratamiento de multiples patologias®,
produciendo los siguientes efectos: tranquilidad, disminucién de la ansiedad, proteccion
convulsiva, relajacién muscular y sedacién-hipnosis.™ ? Lo que se traduce a componentes de
un perfil neurofarmacolégico.>

Sin embargo, a pesar de la eficacia que poseen estos compuestos en el tratamiento de
varios trastornos, producen efectos secundarios indeseables, tales como la tolerancia y
dependencia fisica, asi como trastornos en la memoria. Actualmente, se realiza la busqueda
y evaluacidn de nuevos compuestos que presenten efectos similares a las BZs sin que
posean tales efectos secundarios.’ Entonces este trabajo se enfoca en los estudios in vitro e
in vivo de dos series de nuevos compuestos dibenzodiazepinicos.

Para la evaluacion de estos compuestos sintéticos se requiere del uso de modelos
animales, en los que se puede estudiar cada uno de los efectos que comprenden el perfil
neurofarmacolégico®, mediante la cuantificacién de diversos parametros* y comparando su
comportamiento con un compuesto prototipo de las BZs, que es el Diazepam (DIAZ).”

El nombre de las BZs se debe a su estructura quimica, compuesta por un anillo de
benceno, fusionado con un anillo diazepinico.? Estos compuestos actGan selectivamente
sobre los receptores del tipo A del &cido y-aminobutirico (GABA)®, su efecto consiste en
aumentar la respuesta al GABA, facilitando la apertura de los canales del ion cloruro (CI)
activados por el GABA; es decir las BZs se unen especificamente a un lugar regulador del
receptor, diferente del lugar de union del GABA, y funcionan alostéricamente ya que

incrementan la afinidad del GABA por el sitio receptor. Esto intensifica la hiperpolarizacion e
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inhibe aln mas la actividad neuronal produciendo efectos sobre el SNC tales como el

ansiolitico, el anticonvulsivo, el relajante muscular, el sedante y el hipnético.* °
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Il. Generalidades
1. Perfil neurofarmacoldgico.

Un perfil neurofarmacolégico constituye de varios estudios para determinar los siguientes
efectos de una sustancia ya sea natural o sintética: ansiedad, efecto anticonvulsivo,
relajacion muscular y sedacién-hipnésis.®

Un perfil es un conjunto de rasgos que caracterizan a algo o a alguien,’ en el caso del
perfil neurofarmacologico de un compuesto, las caracteristicas se basan en el efecto que
producen sobre el SNC.*”’

La evaluacion de un perfil neurofarmacoldgico incluye la cuantificacion de los siguientes
efectos: ansiedad, efecto anticonvulsivo, relajacion muscular y sedacién-hipnésis.® Por lo que
se describiran a continuacion cada uno de estos efectos.

1.1 Efecto Ansiolitico.

La ansiedad es un estado no placentero de respuesta lucha-huida®, se caracteriza
principalmente por inquietud, agitacion, taquicardia, sudoracién, llanto, trastornos
gastrointestinales, rigidez muscular, sensacién de ahogo y alteraciones de suefio.® % *°
Debido a que interfiere con las actividades productivas normales de los individuos, este
padecimiento es preocupante, ya que se estima que dentro de 10 afios sera la segunda
causa de pérdidas econdmicas a nivel mundial, debido a la incapacidad que produce en las
personas jovenes en el ambito laboral.®***? Actualmente, 15 millones de mexicanos padecen
de este trastorno.*®

Debido a los antecedentes de los efectos adversos que producen los farmacos actuales,

es importante desarrollar nuevos farmacos ansioliticos, por lo que es esencial tener como
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base los comportamientos animales que sirven de guia para caracterizar la actividad de un
compuesto en el hombre. El uso de animales de experimentacion se ha considerado de
utilidad para desarrollar y validar diversas sustancias.>**
1.1.1 Tratamiento de la ansiedad.

Existen varios tipos de tratamientos y terapias que tienen cierta efectividad para las

personas que padecen de ansiedad. Ellos incluyen:®

a) Psicoterapia Cognitivo-Conductal (cognitive-behavioral therapy): ésta debe ser
dirigida por un psicélogo, mediante técnicas de exposicion graduada a los factores
ambientales que producen ansiedad al paciente, es decir la confrontacién.®*® También, en
estos tipos de tratamientos se incluyen técnicas de relajacion y respiracion, mejor manejo
del tiempo y ejercicio fisico, ademas de cambios en la alimentacion, por ejemplo,
eliminacion del café u otros estimulantes como chocolate, aztcar, tabaco, alcohol.*®

b) Farmacos ansioliticos: los ansioliticos son utilizados para tratar la ansiedad. Estos
farmacos, asi mismo, son conocidos como tranquilizantes menores. Adicionalmente, los
agentes ansioliticos tienen propiedades sedantes y en ocasiones hipnéticas y también
tienen alguna actividad central de relajacion del masculo esquelético, ademas, poseen una
cierta labilidad a la habituacién y a la dependencia fisica.!” Estos farmacos se clasifican de

la siguiente forma:®

e Benzodiazepinas: éste es el grupo mas importante; ya que son considerados los
farmacos de eleccibn en el tratamiento de la ansiedad debido a su alto indice

terapéutico.®’
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e Agonistas del receptor 5-HTja: la serotonina (5-hidroxitriptamina, o 5-HT), es una
monoamina neurotransmisora sintetizada en las neuronas serotoninérgicas en el SNC y en
las células enterocromafines (células de Kulchitsky) en el tracto gastrointestinal (G. I.).2
Por ejemplo, la Buspirona que es el farmaco representativo de este grupo, actla como
agonista total que es capaz de normalizar tanto el exceso como la deficiencia de 5-HT en
diferentes regiones cerebrales. Estos farmacos no producen sedacion o incoordinacién
motora, ni se han descrito sintomas de abstinencia.* '8

e Barbitaricos: son farmacos que en la actualidad son obsoletos, ya que fueron
superados y desplazados por las BZs. Actualmente su uso se limita a la anestesia y al
tratamiento de la epilepsia.?

e Antagonistas de los receptores B-adrenérgicos: éstos farmacos se usan para tratar
algunas formas de ansiedad, especialmente cuando los sintomas fisicos como sudoracion,
temblor y taquicardia son un problema. Su efectividad depende del bloqueo de las
respuestas sinapticas periféricas mas que cualquier efecto central. En este grupo se

encuentra el Propanolol.®

e Antagonistas de Colecistoquinina (CCK): la CCK es el mayor neuropéptido
distribuido tanto en la corteza cerebral como en el cerebro, de éste se han aislado CCK4 y
CCKg y se ha demostrado que actian a través de receptores CCKa y CCKg y un pequefio
fragmento de CCK, que tiene mayor afinidad por los receptores CCKg.2**

Experimentalmente, se ha demostrado que los farmacos agonistas de CCK, producen un
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aumento de ansiedad, mientras que los antagonistas de CCKg producen un efecto

ansiolitico.” *®

1.1.2 Modelos animales de ansiedad.

Pueden utilizarse varios tipos de comportamiento para cuantificar el efecto ansiolitico®,
existiendo mas de treinta modelos en animales disefiados para determinar la actividad
ansiolitica.’® Tales modelos se dividen en dos grandes grupos: los modelos basados en

respuestas no condicionadas y los que se fundamentan en respuestas condicionadas.™

1.1.2.1 Modelos basados en respuestas no condicionadas.
Estos modelos se basan principalmente en el comportamiento natural de exploracion del

animal. Por lo que se pueden subdividir en las siguientes clases:® *°

e Exploradores: como ejemplo se tiene el modelo de “Plus-maze” (Figura 1);*° que
consiste en cuatro brazos, dos abiertos y dos cerrados; la ansiedad del animal se
determina considerando el tiempo en que éste permanece en los brazos abiertos;*® la
administracion de ansioliticos incrementa el tiempo de permanencia en los brazos
abiertos.® Otro ejemplo, es el ensayo de Campo abierto con agujeros (Hole-board)
(Figura 2), este modelo determina la ansiedad mediante la cuantificacion del nimero de

veces que el animal mete la cabeza en las perforaciones u horadaciones.?
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Figura No. 1. Modelo de Plus-maze.”
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Figura No 2. Modelo automético de hole-board (Modelo-STl).21
Respuestas sociales: un ejemplo de este tipo de modelo es cuando una rata se coloca
en un ambiente nuevo y responde con inmovilizacién, lo que representa ansiedad,

debido al ambiente extrafio en el que se encuentra, esta inmovilidad tender& a reducirse

si se administran sustancias ansioliticas.'* 22
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e Ansiedad inducida: como ejemplo tenemos al modelo Rota-Rod, éste es un equipo que
induce ansiedad en los animales, ya que al someter al animal a un ambiente extrafio,
tiende a estar ansioso; en este caso se puede determinar la ansiedad mediante la
cuantificacion de bolos fecales y de la miccion que se presenta, ya que cuando se
administre un ansiolitico éstos parametros se veran disminuidos.®

e Miscelaneo: como ejemplo de este tipo de modelos, encontramos el modelo de
escondrijo o enterramiento de esferas, donde el animal debido a su ansiedad enterrara
esferas en una caja con “viruta” o aserrin, accion que disminuird bajo el efecto de un
ansiolitico.?®

1.1.2.2 Modelos basados en respuestas condicionadas.

Los modelos basados en respuestas condicionadas incluyen los de conflicto como el
modelo de Geller-Seifter y el de Vogel (Figura 3).*®> En tales modelos se emplean cajas de
experimentacion en las que se somete a los animales a la privacion de algunos satisfactores,
como agua o alimento; los animales, al estar privados de esos satisfactores, los buscan
avidamente. El satisfactor se proporciona, pero asociado a la aplicacion de descargas
eléctricas, lo que se hace de acuerdo con las reglas éticas para el manejo de animales de
laboratorio; cuando el animal de laboratorio llega al satisfactor, recibe una descarga eléctrica
de 0.5 mAmperes (A). Esto crea en los animales un conflicto: como acceder al satisfactor,
pero, recibiendo una descarga eléctrica que, aunque menor a 1 mA, no deja de
incomodarlos. Sin embargo, cuando es administrada una sustancia ansiolitica provoca la
disminucién de la ansiedad del roedor al acceder al satisfactor a pesar de recibir las

descargas eléctricas.® 8 > 24
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Figura No. 3. Modelo de Vogel.®

1.2  Efecto anticonvulsivo.

Hace mas de un siglo, John Hughlings Jackson, revoluciona los conceptos sobre la
epilepsia postulando que: “Las convulsiones eran causadas por descargas ocasionales,
repentinas, excesivas, rapidas y locales de la sustancia gris”.?® Posteriormente, con el
advenimiento del electroencefalograma (EEG), en el afio 1930, permitid el registro de la
actividad eléctrica y se demostré que las diversas formas de esta enfermedad eran
anormalidades de la excitabilidad neuronal. Actualmente, esa idea se preserva, pues la
epilepsia es considerada como una enfermedad crénica originada en la sustancia gris
cerebral,?’ el acontecimiento caracteristico de la epilepsia es la crisis o la convulsion, éstas
pueden ser no epilépticas que es la consecuencia de descargas episodicas de impulsos de
alta frecuencia a partir de un grupo de neuronas encefalicas.? La naturaleza y distribucién de
las descargas an6malas permiten distinguir varios tipos de crisis, por lo que se clasifican en

crisis parciales y generalizadas:®
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1.2.1 Crisis parciales (focal, local).

Son aquellas en las que las descargas comienzan de manera local y, por lo general, asi
permanecen. Los sintomas dependen de las regiones encefalicas afectadas, por lo que se
pueden subclasificar en:

a) Crisis parciales simples o jacksonianas: estas crisis se caracterizan porque no
hay pérdida de la conciencia o la orientacion, ni afecta la esfera psiquica. Se
presentan las siguientes caracteristicas:?®

e Sintomas motores (contraccion de un grupo muscular, como por ejemplo, los dedos, la

mano y los brazos).

e Con sintomas somatosensoriales: parestesias, vértigo, alucinaciones simples auditivas

0 visuales.

e Con sintomas psiquicos: sensaciéon de haber ya pasado por el momento previo y

delirios. %

b) Crisis parciales complejas o del I6bulo temporal (epilepsia psicomotora): se
caracterizan por la pérdida de la conciencia o desorientacion. Se presenta una
ilusidbn sensorial (micropsia: objetos mas pequefios o macropsia: objetos mas
grandes). Pueden presentarse automatismos: caminar sin objetivos, chasquear los
labios. La persona puede cometer delitos, ejecutar piezas musicales y cuando la
crisis termina se presenta un cuadro de amnesia y pueden pasar horas hasta
recuperar plenamente la conciencia. En general, estas crisis se originan en I6bulos
temporales, principalmente hipocampo y amigdala u otras partes del sistema

limbico.® 26

10
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1.2.2 Crisis parciales simples o complejas que evolucionan a generalizadas tonico
clonicas.

Estas crisis afectan a todo el cerebro, incluido el sistema reticular con una actividad
eléctrica anormal de los dos hemisferios. Se caracteriza por la pérdida inmediata de la
conciencia. Existen dos subtipos importantes:* *°

a) Crisis ténico-clonicas (Gran mal): consiste en una fuerte contraccién inicial de la

totalidad de la musculatura que produce un espasmo rigido en extension. La
respiracion se detiene y a menudo el paciente tiende a defecar, orinar y a segregar
gran cantidad de saliva.?® La fase ténica dura aproximadamente unos minutos, tras la
cual aparece una serie de sacudidas violentas y sincrénicas que van cediendo de
forma gradual en 2 a 4 minutos. El paciente permanece inconsciente durante algunos
minutos y después se recupera de forma gradual.®

b) Crisis de ausencias (“petit”, Pequefio mal): se caracterizan por el hecho de que el

paciente interrumpe bruscamente la actividad que esta llevando a cabo, a veces deja
de hablar en medio de una frase, y permanece ausente durante algunos segundos,
pero con escasas 0 nulas alteraciones motrices.?’ Generalmente no es consciente de
lo que le rodea y se recupera de manera brusca sin efectos posteriores. Este
padecimiento tiende a afectar méas a los nifios.® 2’

1.2.3 Tratamiento anticonvulsivo.

Los farmacos anticonvulsivos se clasifican, teniendo en cuenta dos criterios: 2°:26:27 28. 29.
a) Grupo quimico.

¢) Mecanismos de accion de los farmacos.

11



Generalidades

a) Hasta 1990 se disponian aproximadamente de 16 grupos de anticonvulsivos; 13
de ellos pueden clasificarse en cinco grupos quimicos muy parecidos, tales como
Barbituricos, Hidantoinas, Oxazolidinedionas, Succinimidas y Acetilureas, estos grupos
tienen en comun una estructura de anillo heterociclico similar, con distintos

sustituyentes.?> 26 23031 Figyra 4.2

R X
1\. /1\\
R?..--"IS , C—0
4 3
0= N— R

Figura No. 4. Estructura heterociclica de los anticonvulsivos. La “X” varia como sigue: Derivados de hidantoina:
-N-. Barbitaricos: -C-N-. Oxazolidinedionas: -O-. Succinimidas: -C-. Acetilureas: -NH, (N, no esta unido al C,).
R1, R, ¥ R varia dentro de cada subgrupo.?’

Los farmacos restantes como la Carbamazepina, Acido Valproico y las BZs son
estructuralmente distintos, al igual que los compuestos que se introdujeron después de 1990

tales como Vigabatrina, Oxacarbazepina, Gabapentina y Topiramato.?>%°

b)  En la accién de los anticonvulsivos son importantes tres mecanismos." 34

e Potenciacion de la accion de GABA: las BZs son moduladores alostéricos del
receptor GABAa, esto es, ellas potencian la actividad de GABA, pero carecen de actividad
intrinseca, producen un incremento en la afinidad de GABA por su receptor, la activacion
por GABA abre el canal ionico intrinseco, facilitando el flujo del ibn CI" a través del canal

dentro de la célula y en consecuencia se produce una hiperpolarizacion, que aleja al

potencial postsinaptico de su umbral de emisién e inhibe los potenciales de accién.®
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Ejemplos de farmacos que actian mediante este mecanismo son el Fenobarbital y el
Diazepam (DIAZ). Sin embargo, al potenciar la actividad de los receptores a GABAA no €s
la Unica forma de producir un efecto; puesto que existen farmacos como Vigabatrina que
actua inhibiendo la enzima GABA transaminasa (GABA-T), responsable de la inactivacion
del GABA; o la Tiagabina que inhibe la captacion de GABA; por lo tanto ambos farmacos
potencian la accién de GABA como transmisor inhibidor.?
e Inhibicion de la funcion del canal de sodio (Na'): estos farmacos alteran la
excitabilidad de la membrana a través de su accion sobre los canales de Na*
dependientes del voltaje; que llevan a la parte interna de la membrana la corriente
necesaria para la generacion del potencial de accion. Estos farmacos bloquean de forma
preferentemente la excitacion de las células que emiten impulsos repetidos y, cuanto
mayor sea la frecuencia de los impulsos mayor es el bloqueo producido® % ?°
e Inhibicién de los canales del i6n Calcio (Ca*"): existen farmacos antiepilépticos que
ejercen efectos menores sobre los canales de Ca®*, pero sélo el farmaco Etosuximida
bloquea de manera especifica el canal de Ca®" tipo T que parece intervenir en las
descargas ritmicas asociadas a las crisis de ausencia. Cabe sefialar que el farmaco
Gabapentina es un farmaco que podria actuar sobre los canales de Ca* de tipo L.?" 3
1.2.4 Modelos animales para evaluar el efecto anticonvulsivo.

Dado que en los pacientes epilépticos es dificil realizar estudios detallados, se han

desarrollado modelos en animales, ademas, son Utiles para evaluar el efecto anticonvulsivo

de diversos compuestos.*? Entre los modelos animales se incluyen:
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Modelos quimicos: utlizando farmacos convulsivantes, tales como el
Pentilentetrazol (PTZ).%

Modelos fisicos: éstos se pueden subclasificar como:

e Quirdargicos: mediante lesiones que se hacen a los animales, tales como la
lesién en la amigdala del I6bulo temporal.®® Otro ejemplo es la lesién cortical local,
ésta se puede hacer por la aplicacion de pasta de 6xido de aluminio o cristales de
sales de cobalto.? Este tipo de modelos provocan crisis focales.

e Genéticos: recientemente se han descrito varias cepas de ratones
transgénicos que sufren crisis espontaneas, ya que muchas de estas cepas son
mutadas eliminando varios canales i0nicos, receptores y otras proteinas
sinapticas.®

e Eléctricos: provocando las crisis por estimulaciones eléctricas (electroshock) en

la totalidad del encéfalo.®*

Efecto relajante muscular.

La relajacion del musculo esquelético y la paralisis se presentan por interrupcion de la

funcién en varios sitios diferentes incluyendo el SNC: nervios somaticos mielinizados,
terminaciones nerviosas motoras desmielinizados, receptores nicotinicos de acetilcolina
(Ach), la placa motora y la membrana muscular o el mismo aparato contractil intracelular.
(Figura 5).* Es importante sefialar que la rigidez muscular es un componente de la

ansiedad.®
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Figura No. 5. Representacion esquematica de la unién neuromuscular.*

1.3.1 Tratamiento de la tensiéon muscular.

Generalidades

En la préactica, el bloqueo de la funcion de la placa motora se acompafia de dos

mecanismos basicos: el bloqueo farmacologico del agonista fisioldgico acetilcolina (ACh) que

es caracteristico de medicamentos bloqueadores neuromusculares con accién antagonista.”’

Estos farmacos se caracterizan por prevenir el acceso del transmisor a su receptor y

previene la despolarizacion. El bloqueo de la transmisién también se puede producir por el

exceso del agonista despolarizante. Este efecto paraddjico de la ACh también se presenta

con el receptor nicotinico ganglionar de ACh, en otras palabras estos farmacos se

caracterizan por ser despolarizantes. De acuerdo a lo anteriormente descrito se presenta una

clasificacién de los relajantes musculares:*
e Blogueadores no despolarizantes.
e Agentes despolarizantes

e Agentes espasmoliticos.
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a) Bloqueadores no despolarizantes: cuando se administran dosis pequefias de
este tipo de farmacos actian predominantemente a nivel del sitio receptor
nicotinico compitiendo con la ACh; en cambio a dosis altas de estos compuestos,
entran en el poro del canal iénico causando mayor bloqueo motor. El farmaco
prototipo de este grupo de compuestos es la Tubocurarina.®

b) Agentes despolarizantes: el mecanismo de accion de estos farmacos se divide
en dos:®

Fase | de bloqueo (despolarizacién): inicia con la interaccién con el receptor nicotinico

para abrir el canal y causar despolarizacion de la terminal motora, diseminandose hacia las

membranas adyacentes y causando contraccién de las unidades musculares motoras.® 3¢

Fase Il de bloqueo (desensibilizacion): con la exposicidon continua a este tipo de

compuestos, la despolarizacion inicial de la membrana se repolariza. A pesar de esta

repolarizacién, la membrana no puede despolarizarse facilmente otra vez, es decir se
desensibiliza. ElI farmaco representativo de este grupo de compuestos es la

Succinilcolina.?3%%’

C) Agentes espasmoliticos: la espasticidad se caracteriza por incremento de los
reflejos de acortamiento tonico y por espasmo de los musculos flexores, (es decir
incrementa el tono muscular basal), junto con debilidad muscular. EIl mecanismo
subyacente a la espasticidad muscular parece no soélo involucrar el arco reflejo de
acortamiento, sino también, centros superiores localizados en el SNC, con dafio de

las vias descendentes de la médula espinal, lo que ocasiona hiperexcitabilidad de

las motoneuronas a de la médula espinal. Sin embargo, el tratamiento

farmacolégico Euede aliviar algunos de los sintomas de esEasticidad modificando
16
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los arcos reflejos de acortamiento o por interferencia directa con el muasculo
esquelético. Los compuestos que modifican este arco reflejo pueden modular las
sinapsis inhibidoras o excitadoras.® ** *® Los compuestos de este tipo se puede
subclasificar de la siguiente forma:
e Farmacos que facilitan la accion del GABA en el SNC por medio del receptor
GABAA. Su accién se debe a la reduccion de la espasticidad mediada parcialmente
por la médula espinal. Un ejemplo de este tipo de compuestos es el DIAZ.2
e Farmacos que actian sobre el receptor GABAg. La actividad de estos
receptores en el cerebro ocasiona hiperpolarizacién, por un incremento de la
conductancia de K*. El compuesto representativo de este grupo es el Baclofén.?’
e En los farmacos que actian como agonistas a, los farmacos representativos es
la Tizanidina y la Clonidina que son farmacos con el grupo imidazol.*

1.3.2 Modelos animales para evaluar efectos de relajacion muscular.

Existen varios modelos para determinar el efecto de relajacion muscular, pues son de
suma importancia para encontrar nuevos compuestos que posan esta actividad
faramacolégica. Entre ellos se encuentran los siguientes.®

e Cajas de actividad motora (Figura 6).

e Conducta de giro (Figura 7).

e Escalera (Figura 8).

e Cuerda Tirante (Figura 9).

e Plano inclinado.

¢ Rota- Rod (Figura 10).
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En el caso del Rota-Rod, tiene diversas ventajas en comparacion del resto de los modelos,
ya que su uso es sencillo y rapido, debido a que se puede evaluar la relajacion muscular de
cuatro ratas simultaneamente tomando como parametros: niumero de caidas, tiempo de
permanencia, numero de bolos fecales y miccion. Cabe mencionar, que este modelo fue

creado en el afio 1957 por N. W. Dunham y T. S. Miya.*® *° Figura 10.

Figura No. 6. Cajas de actividad motora.?® Figura No. 7. Conducta de giro de la rata.?

Figura No. 8. Modelo de la escalera en rata. Este modelo es empleado para evaluar movimientos finos en la
25
rata.
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Figura No. 9. Modelo Cuerda Tirante para ratones. (Elaborada en el Laboratorio de Neurofarmacologia,
Facultad de Quimica, UNAM)

Figura No. 10. Modelo de Rota-rod para ratas. Marca Ugo Basile Modelo: 7750. Laboratorio de
Neurofarmacologia, Facultad de Quimica, UNAM.

1.4 Efecto sedante-hipnético.
Un sedante disminuye la actividad electromotriz.>® Se usa este término para designar la

supresion leve de la vigilia y la conducta, con reduccién moderada del estado de alerta y de
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las respuestas a los estimulos. Por otro lado, la palabra hipnosis se deriva del griego hypnos
gue significa suefio y en los tiempos antiguos se aplicaba este término a las sustancias
usadas para inducir el suefio a pacientes no necesariamente ansiosos o agitados.*"*?
Actualmente, se considera que un hipnético causa efectos de somnolencia y estimula el inicio
y mantenimiento de un estado de suefio.® *"*? Este consta de dos fases:

e Suefio sin movimientos oculares rapidos (NMOR): consta del 75 al 80% del suefio

total. El tono muscular, la presion arterial y la frecuencia cardiaca disminuyen.

e Suefio con movimientos oculares rapidos (MOR): consta del 2 al 5% del suefio total.

La frecuencia y la profundidad de la respiracion fluctian y el tono muscular se reduce
ain mas.*
1.4.1 Tratamientos sedantes hipnaéticos.

Las necesidades de suefio individuales varian ampliamente desde 4 hasta 10 h al dia, en
el caso de personas sanas.*® Los trastornos del suefio estan divididos en cuatro grandes
grupos, segun su posible origen:*® %4
e Los trastornos primarios de suefo: aparecen como consecuencia de alteraciones
enddgenas en los mecanismos del ciclo suefio-vigilia, que a menudo se ven agravadas por
factores de condicionamiento. A su vez, estos trastornos de subdividen en disomnias
(caracterizadas por trastornos de la cantidad, la calidad y horario de suefio) y parasomnias
(caracterizadas por acontecimientos o conductas anormales asociadas al suefio, a sus
fases especificas 0 a los momentos de transicién suefio-vigilia).** **

e El trastorno de suefio relacionado con otra enfermedad mental: consiste en

alteraciones del suefio debidas a un trastorno mental diagnosticable (a menudo trastornos
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del estado del animo o trastornos de ansiedad). Probablemente, los mecanismos
fisiopatoldgicos responsables del trastorno mental también afectan la regulacién suefio-
vigilia.*®

e Trastornos del suefio relacionados con enfermedades meédicas: éstos consisten
en alteraciones del suefio como consecuencia de los efectos fisioldgicos directos de una
enfermedad médica sobre el suefio-vigilia.** **

e El trastorno del suefio inducido por sustancias: se deben a alteraciones del suefio
como consecuencias del consumo o supresién de una sustancia.** **

Para el tratamiento de los trastornos del suefio se han encontrado compuestos hipnoticos
sedantes, sin embargo, estos compuestos poseen cierto riesgo de dosificacion, habituacion,
tolerancia, adiccion y abstinencia. Ademas, los hipnéticos tienen efectos sinérgicos con otros
depresores del SNC tales como el alcohol etilico, ansioliticos, opiaceos, antihistaminicos H;
timolépticos y neurolépticos. Los hipnéticos se pueden clasificar de la siguiente forma:*°

a) Barbituricos: Las propiedades de los barbitiricos se descubrieron precozmente en el
siglo pasado lo que llevé a los cientificos de la época a sintetizar y a estudiar miles de
compuestos analogos. Hasta los afios sesenta, constituian el grupos mas importante de
hipnético-sedantes utilizados en clinica.®**! Los barbitdricos son depresores no selectivos del
SNC, y son estabilizadores inespecificos de membrana y facilitan la neurotransmisiéon
mediada por el GABA.*® Sin embargo, la intoxicaciéon con barbitiricos aguda causa
embriaguez, seguida por un coma profundo, relajacion muscular, alteraciones reflejas,
depresion respiratoria y colapso vasomotor?. Ejemplos de este tipo de compuestos es el

Fenobarbital y el Pentobarbital.®® #°
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b) Quinazolinonas: estos compuestos son farmacos hipnéticos, ademas de
antihistaminicos Hj, relajantes musculares del muasculo esquelético, antitusigenos,
anticonvulsivos y espasmoliticos. Son de accion intermedia, sin embargo, poseen muchos
efectos no deseados tales como parestesia, hipotension, depresién cardiaca, vértigos,
sequedad en la boca, anorexia, trastornos cutaneos y farmacodependencia. Los compuestos
mas representativos de este grupo son la Metacualona y la Meclocualona.3® %344

c) Aldehidos: en la actualidad no se recomienda su uso debido a sus desagradables
propiedades organolépticas y sus multiples efectos adversos, ya que causan depresion del
SNC con somnolencia, acidosis metabdlica, hepatitis, depresion cardiaca, nefrosis y bloqueo
ganglionar. Los compuestos representativos de este grupo son el hidrato de cloral y el
paraldehido.® *°

d) Alcoholes: su efecto se debe a su accién sobre los canales de iones activados tanto
por aminoacidos excitadores como el glutamato y aminoacidos inhibidores como el GABA.
De hecho, muchos alcoholes como el Etanol comparten con los barbitaricos la capacidad de
incrementar la inhibicién sinaptica mediada por GABA, lo mismo que el flujo de CI".» 3¢ 44
Compuestos representativos de este grupo sobresalientes son el Hidrato de amileno, el
Metilparafinol, el Etilclorovinol y el Carbamato de metilpentinol.*

e) Benzodiazepinas: estos compuestos actdan uniéndose a un lugar regulador
especifico en el receptor GABAA Y aumentan los efectos inhibidores del GABA. Las BZs son
agonistas de este sitio regulador.® Estos compuestos alteran la fase MOR, mientras que a

dosis medias producen amnesia retrograda. Las BZs de semivida plasmatica corta (ty, de 5

a 20 h), como el Midazolam y el Triazolam, son utiles para el insomnio de inicio; las de

semivida Elasmética intermedia gtllz de 20 a 40 hz, como el TemazeEam y el Estazolam, son
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utiles para insomnio de mantenimiento y las semivida plasmatica larga (t;» mayor a 40h),
como el Cuazepam Yy el Flurazepam, pueden ser eficaces para el despertar precoz, pero
pueden interferir con la actividad diaria normal, especialmente en los personas de edad
avanzada.*® Sin embargo los efectos indeseados de estos compuesto son variados, ya que
causan somnolencia, confusién, amnesia, alteraciones en la coordinacién motora®, y
alteraciones de memoria.!

f) Ciclopirrolonas: dentro de este grupo se encuentra la Zopiclona, ésta se une
selectivamente al regulador de GABA facilitando el efecto de este neurotrasmisior inhibidor,
aunqgue posee los mismos efectos farmacodinamicos que las BZs. La Zopiclona disminuye el
periodo de latencia de suefio y los despertares, aumenta las fases de suefio NMOR. Cabe
sefialar que la Zopiclona es un farmaco bien tolerado.>® 44

g) Imidazopiridinas: entre este grupo de farmacos destaca el Zolpidem, éste se absorbe
rapidamente tras su administraciéon oral, con una biodisponibilidad del 68%. Este compuesto
crece de actividad anticonvulsiva y como relajante muscular. Como efectos adversos pueden
presentarse, en estos compuestos, mareos, desvanecimientos, aturdimiento, amnesia,
somnolencia, cefélea, trastornos digestivos y caidas.*

h) Pirazolpirimidinas: dentro de este grupo destaca el Zalepldén, éste farmaco se
absorbe rapidamente tras su administracion oral. Estos compuestos poseen un efecto
GABAmimético similar a la de las BZs. Hasta ahora no se ha encontrado que tenga como
efecto adverso la tolerancia ni la dependencia.® 3¢ 4

i) Antihistminicos Hi: muchos antihistaminicos H; clasicos tales como difenhidramina,

mepiramina, doxilamina, entre otros; se comportan como farmacos depresores no selectivos

del SNC.36 42
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), Melatonina: quimicamente se conoce como N-acetil-5-metoxitriptamina. Es una
hormona intimamente relacionada con los ritmos circadianos. Se libera normalmente, en la
glandula pineal por la noche.*

1.4.2 Modelos animales de sedacion-hipnosis.

Existen modelos animales que ayudan a cuantificar los efectos de sedacion e hipnosis de
farmacos o sustancias ya sean naturales o sintéticas. Estos modelos recurren a la
cuantificacion de varios parametros en los que se ven involucradas la relajacion muscular y la
reduccion de la ansiedad. Un ejemplo de estos modelos es la pérdida del enderezamiento en
rata o ratén, el cual se cuantifica por observacion.*

Por la importancia que representan las BZs en la actualidad para el tratamiento de
multiples padecimientos y debido a que en este trabajo se estudian analogos de este tipo de
farmacos a continuacion se describirA su historia, quimica, mecanismo de accion,
farmacocinética y farmacodinamia.®
2 Benzodiazepinas.

Las Benzodiazepinas son un grupo farmacologico relativamente extenso, con variedad de
efectos e indicaciones, cuyo auge en el mercado mundial es importante. No sélo son los
psicofarmacos mas utilizados alrededor del mundo, sino son uno de los grupos
farmacoldgicos de mayor venta. Desde que en el afio de 1960 se introdujo en el mercado el
Clorodiazepoxido, y un afio después se introdujo el Diazepam (DIAZ) esta gran familia no ha
dejado de crecer.*’

2.1 Historia.

Desde la antigledad se han empleado bebidas alcohdlicas y pociones que contenian

lAudano y diversas hierbas para Eroducir efectos sobre el SNC, tales como la induccién del
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suefio.’ El primer agente que se introdujo de manera especifica como sedante e hipnético
fue el Bromuro de Etilo, a mediados del siglo XIX. Otros compuestos tales como el Hidrato de
Cloral, Paraldehido, Uretano y Sulfonal empezaron a usarse antes de la aparicion del
barbital, en 1903. La eficacia de los barbitaricos dio impulso a la sintesis y ensayo de mas de
2500 compuestos de este tipo; por lo que dominaron antes de 1960. Sin embargo, la
separacion parcial de las propiedades sedante, hipnéticas y anestésicas de las propiedades
anticonvulsivas que caracterizaba a estos compuestos, motivo la basqueda de agentes con
efectos mas selectivos en las funciones sobre el SNC. En consecuencia, a finales de 1930 y
principios de 1940 aparecieron en el comercio anticonvulsivos relativamente no sedantes,
tales como Fenilhidantoina y Trimetadiona; posteriormente, en el afio 1960 se sintetiz6 el
compuesto denominado Clorodiazep6xido por Leo Henryk Sternbach, el cual abrié la era de
las benzodiazepinas.’ 3

La primera benzodiazepina, denominada inicialmente como Clorodiazepdxido, se
sintetiz6 accidentalmente en 1960, en los laboratorios de Hoffman-La Roche. Su inesperada
actividad farmacoldgica se reconocié durante un procedimiento rutinario de ensayos
farmacoldgicos, y las BZs se convirtieron muy pronto en los farmacos mas ampliamente
prescritos de la farmacopea.®

El interés terapéutico del Clorodiazepéxido y su novedad estructural, permitieron su
rapida introduccién en terapéutica bajo el nombre comercial de Librium®; sin embargo, este
farmaco presenta una serie de efectos adversos, entre ellos sabor amargo y una escasa
estabilidad quimica debido a su higroscopicidad y a su facil hidrélisis lo que motivo la

busqueda de analogos.> *®
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2.2 Quimica.

El término benzodiazepina se refiere a la parte de la estructura, compuesta por un
anillo benceno (anillo A) fusionado con un anillo de diazepina (anillo B)?, es decir
quimicamente es un sistema heterociclico.’® Sin embargo, como todas las BZs importantes

contienen un sustituyente de 5-arilo (anillo C) y un anillo 1,4-diazepina. Figura 11.7
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Figura No. 11. Estructura quimica general de las benzodiacepinas.”

Con la estructura quimica, se establecié una relacién entre ésta y su actividad biolégica
conocidas como: relaciones estructura-actividad que se describen a continuacion.
Las relaciones estructura-actividad mas importantes en este grupo de compuestos
pueden resumirse:
a) Anillo bencénico fusionado.
e Puede sustituirse por tiofeno, como en el Clotiazepam.
e Los sustituyentes en la posicion 7 deben ser aceptores de electrones, aunque
Nno son necesarios para la union a los receptores. Entre ellos, los sustituyentes
nitro, como el Nitrazepam y el Clonazepam, puede potenciar actividades

hipnéticas y anticonvulsivas.
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e Las sustituciones en otras posiciones del anillo bencénico dan resultados

negativos.*®
b) Anillo de 1,4-diazepina.

e Es importante la funcion lactamica, ya que el Medazepam, por ejemplo, es un
profarmaco que necesita activarse in vivo.

e La alquilacion en 1, como ocurre en el Diazepam, o Valium®, y en el Prazepam,
aumenta la lipofilia y la actividad.

e Las 3-hidroxibenzodiazepinas son metabolitos activos, por lo que hidroxilacion
en la posicion 3 se aplica al disefio de sustancias de rapida eliminacion utiles
como hipnéticos.

c) Grupo fenilo en la posicion 5.

e Puede sustituirse por 1-ciclohexilo, como el Tetrazepam, o 2-piridinil, como en
el Bromazepam.

e La halogenacion en la posicion 2 favorece una conformacion y lipofilia
adecuadas para una mejor actividad bioldgica.’

2.3 Mecanismos de accion de BZs.

Cuando las BZs se unen, en una neurona postsinéptica, al receptor GABAA (que es un
canal iénico controlado por ligando), éste permite la entrada de mayor cantidad del i6n CI', a
la célula, ésta se hiperpolariza (el potencial de membrana se vuelve mas negativo) y se aleja
de la carga que necesita para poder comenzar su actividad eléctrica para llevar la
informacion hacia la siguiente sinapsis. Otra manera de expresarlo es que la

hiperpolarizacién aleja a la neurona de su umbral de disparo. Asi se inhibe la descarga
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eléctrica de la neurona postsinaptica.’® Sin embargo, ésta es una breve resefia del
mecanismo de accion de las BZs sobre GABA, ya que para que se comprenda de una
manera integral a continuacion se explicara sobre GABA.

2.3.1 Actividad de GABA.

Algunos aminoacidos actian en el SNC como neurontrasmisores; éstos pueden ser de
tipo neutro, como el GABA, la glicina y la taurina; o de tipo acido como el acido glutamico y el
4cido aspartico.® El primer grupo tiene una accién inhibidora sobre el SNC, como una
consecuencia de la hiperpolarizacién y una disminucion de la excitabilidad neuronal. Los del
segundo grupo, por el contrario, actian de forma excitadora, ejerciendo una accion
despolarizante de la membrana postsinéptica.*

Entre estos aminoacidos, GABA es considerado como el mejor inhibidor del SNC.*° En
los mamiferos, el GABA se encuentra en altas concentraciones en el cerebro y en la médula
espinal, y sélo trazas en el tejido nervioso periférico, como el nervio ciatico, nervio esplénico,
ganglios simpaticos o cualquier otro tejido periférico como el higado, el bazo o el corazén. Al
igual que las monoaminas, el GABA también parece tener distribucién diferente dentro del
SNC. Sin embargo, a diferencia de las monoaminas, la concentracién del GABA en el SNC
es del orden de mircromoles por gramo (UM); en lugar de nanogramos por gramo (nM).
Cabe sefialar que el cerebro tiene grandes cantidades de acido glutamico (8 a 13 umoles/q)
que es el precursor mas importante del GABA en le SNC.** %
2.3.2 Historia de GABA.

El GABA fue sintetizado y caracterizado en 1883, éste fue considerado por muchos

afios como un catabolito de los micoorganismos y de plantas. Sin embargo, no fue sino hasta

1950 que los investigadores Eugene Roberts y Jorge AwaEara identificaron al GABA como
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44, 45, 49, 38

un constituyente normal del SNC de los mamiferos , pero es hasta 1960 que fue

aceptado por su caracteristica de neurotransmisor y fue Ernst Florey quien estudia sobre el
GABA descubriendo su capacidad inhibidora sobre el SNC.** %4
2.3.3 Biosintesis de GABA.

El GABA se sintetiza en la terminacion axonal y se almacena al igual que otros
neurotransmisores en “pools” o vesiculas sinapticas.®

Hay tres enzimas primarias que intervienen en el metabolismo de GABA antes de la
entrada al ciclo de Krebs, tales como la acido glutamico descarboxilasa (GAD), GABA-
transaminasa (GABA-T) y semialdehido succinicodeshidrogenasa (SSDA). GABA se forma
por la a-descarboxilacion del acido L-glutdmico; reaccién que es catalizada por la GAD,
enzima que solo se encuentra en el SNC de los mamiferos y en el tejido retiniano. El acido L-
glutdmico, precursor del GABA, puede ser formado por la transaminacién de a-oxoglutarato o
reaccion con amoniaco. El GABA esta relacionada intimamente con el metabolismo oxidativo
de los carbohidratos en el SNC por medio de una derivacion que implica su produccion a
partir de glutamato, su transaminacion con a-oxoglutarato por la GABA a-oxoglutarato
transaminasa (GABA-T) que produce aldehido succinico y regenera el glutamato, y su
entrada al ciclo de Krebs como acido succinico por medio de la via de oxidacion del

semialdehido succinico por la semialdehido succinicodeshidrogenasa (SSDA) Figura 12.3% 4%

44, 50, 51
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Figura No. 12. Metabolismo de GABA.>*

Una vez formado el GABA se almacena en vesiculas sinapticas axoplasmaticas, de
donde se libera al espacio intersinaptico por un proceso de exocitosis. E| GABA interacciona
con receptores especificos en la membrana neuronal postsinaptica. Luego de interaccionar
con el receptor, la mayor parte de las moléculas de GABA sufren un proceso de recaptacion
activa en las terminales gabaérgicas y gliales (recaptacion axonal y glial). EI GABA recaptado
por las terminaciones nerviosas puede ser reutilizado incorporandose a las vesiculas
sinapticas o metabolizado. El GABA es sustrato de la enzima GABA transaminasa (GABA-T)
gue por transaminacion lo transforma en acido succinico semialdehido (SSA). Este sufre
oxidacion por medio de la enzima semialdehido succinicodeshidrogenasa (SSDH) y se
transforma en acido succinico. El acido succinico en la mitocondria reingresa al ciclo de

Krebs, siendo posible, por esta via contribuir a la sintesis de nuevo neurotransmisor.3®>*
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2.3.4 Receptores a GABA

El GABA en el espacio intersindptico interacciona con sus receptores especificos. Han

sido identificados por lo menos tres receptores con propiedades diferentes.*® *? Figura 13:

Terminal GABA

Glutamato

Receptores GABA

Figura No. 13. Unién sinaptica de un terminal GABA. El GABA es sintetizado a partir del glutamato por
la enzima glutamato decarboxilasa (GAD) y utilizando como cofactor al piridoxal fosfato (PLP) o vitamina B6. El
GABA actla sobre los receptores postsingpticos aumentando el ingreso del cloro iénico. El exceso de GABA es

eliminado a través de la enzima GABA-aminotransferasa (GABA-T), formando semialdehido succinico (SSA)
que ingresa al ciclo de Krebs. En el ciclo de Krebs se forma alfa cetoglutarato que luego participa en la sintesis
del glutamato.*®
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2.3.4.1 Receptores GABA,

Estos receptores estan asociados directamente con un canal de iones CI, éstos son los
mMas importantes, son postsinapticos y predominan a nivel cerebral supraespinal. Cuando se
activan estos receptores se desencadenan efectos inhibidores por hiperpolarizacién.'® Los
receptores GABA, son receptores ensamblados por subunidades pentaméricas, estas
subunidades(al-6, B1-3, y1-3, 8, €, 6 y ) estdn codificadas por genes con diferentes
patrones de expresion. %%+

Los estudios sobre receptores expresados evidencian que la union de GABA requieren la
presencia de las subunidades a y B, mientras que la union a BZs, requieren la presencia de
las subunidades a y y.>* >%

Los receptores GABAA se han dividido en varios subtipos basdndose en las subunidades
gue los conforman, las isoformas de éstas y los perfiles farmacolégicos de varios
compuestos:>? >% 3> °¢

a) Los receptores benzodiazepinicos tipo I: al Bx y2. Implicados en la sedacion y la

amnesia enterégrada. Tienen gran afinidad por el Zolpidem, y algunos derivados -
carbolinas.’

b) Los receptores benzodiazepinicos tipo II: a2 Bx y2, a3 Bx y2 o a5 Bx y2. Implicados en

la actividad ansiolitica. Tienen baja afinidad por los compuestos anteriormente
mencionados.’

Este receptor (GABA,), es una molécula compleja formada por cinco monémeros y

cada uno de estos mondémeros posee a su vez tres subunidades:
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1. Un sitio receptor especifico para el GABA.
2. Un sitio receptor o aceptor para BZs.
3. Un ionoforo de CI (canal idnico).

El ionéforo de CI serfa también el receptor para barbitdricos, picrotoxina y el etanol®’.

Figura 14.>*
. . GABA
Benzodiazepina
Alfaxalona
o
e ——— - —— \
Barbitiricos f B e J Propofol
\ \ J Etomidato
%, / Halotano
, / Euflurano
N\
\ Membrana Celular
| |
/ |
/ N\

Figura No. 14. Estructura del receptor GABA, y sus sitios ligandos para diferentes sustancias que
actGan sobre este receptor de GABA.>

Cuando un compuesto tiene afinidad por el receptor GABAA y se une a él, puede provocar
varios efectos. Estos efectos seran distintos segun la actividad intrinseca (eficacia) del
compuesto sobre ese receptor y de que manera module al mismo. Asi nos vamos a
encontrar con compuestos que se comportan como: Figura 15.4"*°

a) Agonistas totales.

b) Agonistas parciales.
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c) Antagonistas.
d) Agonistas inversos parciales.

e) Agonistas inversos totales.*’

ION CLORO

Ll

INTRACH LLAR

Figura No. 15. Flujo de CI hacia las neuronas en las interacciones de farmacos con los receptrores
GABA,.*

Para todos estos tipos de interacciones los compuestos deben tener afinidad por el
receptor, pero, sélo los agonistas tienen actividad intrinseca y provocan una respuesta
biolégica, es decir, van a provocar por si mismos un cambio en la estructura sobre la que
actuen. Los antagonistas, en cambio, sin actividad intrinseca, funcionan impidiendo la accion
de alguna molécula agonista.*’" >% >°
Cabe seialar que las BZs son agonistas totales del receptor GABAa. Esto quiere decir

gue tienen afinidad por él y que tienen actividad intrinseca sobre ese receptor. A la vez, son

moduladores alostéricos positivos, estimulando la unién del neurotransmisor GABA sobre el
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receptor, aumentando la frecuencia de aperturas del canal io6nico, lo que produce el
incremento de la entrada de CI" a la célula.”’

2.3.4.2 Receptores GABAGg: suelen ser receptores presinapticos asociados a proteinas G
que regulan la liberacién de neurotransmisores a través de la regulacién de canales de Ca®* o
K* por un segundo mensajero.

2.3.4.3 Receptores GABAc: asociados a canales de CI' y se relacionan estructuralmente
con los GABA,.>

2.4 Farmacocinética de las BZs.

Los perfiles farmacocinéticos diferencian unas BZs de otras, sobre todo en su tiempo de
vida media (t12), (Tabla 1) puesto que sus acciones farmacoldgicas son basicamente las
mismas. Presentan una variacion en su farmacocinética dependiente del individuo al que se
le administran, esto dependiendo del paciente y de los habitos del mismo.>’

Estos compuestos son muy liposolubles, caracteristica fisicoquimica que les permite
atravesar las membranas bioldgicas con facilidad. Estos compuestos tienen buena absorcion
por via oral cuando se administran con el estbmago vacio, sin embargo, la absorcién se
puede retardar por preparados farmacéuticos de liberaciéon prolongada, asi como la
presencia de alimento en el estbmago, la ingesta continua de BZs y la administracion de
otras sustancias tales como antiacidos, antidepresivos, inhibidores de la monoaminooxidasa
(IMAO) y anticolinérgicos. Su biodisponibilidad es casi completa pues es entre 78%
(Nitracepam) y el 100% (para el Clorodiacep6xido).>*®4’ El momento en que se alcanza la
concentracion plasmatica, cuando la administracién es via oral, dependera de la rapidez con

gue se absorba vy, para el DIAZ (farmaco de referencia) dicha concentracién se alcanza de 30

a 90 min.>* °8 Existe la presencia de metabolitos activos en algunas BZs, cuando ocurre una
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transformacién quimica por el metabolismo, como se muestra en la Tabla 1. Por via

intramuscular (I.M.), la absorcion es lenta y errética, salvo Midazolam, Clonacepam vy

Loracepam. La via intravenosa (l.V.) se usa, principalmente, para la sedacion prequirurgica,

para el tratamiento de las convulsiones y, en psiquiatria sélo en situaciones de urgencia tales

como la privacién de alcohol.®® 4’

Tabla. No. 1 Datos farmacocinéticas de las principales BZs.

36, 38

Farmaco Tiempo % (h) Metabolitos Volumen de Unién a proteinas
activos distribucion (L/Kg) (%)
Alprazolam 12-15 No significativos 80
Bentacepam 4-5 No
Bromacepam 7.9-19.3 Si 74
Clonacepam 18-39 No 2.1-4.3 47
Cloracepato 1-2 Si 0.93-1.27 82
Clordiacepoxido 5-30 Si 0.26-0.58 94-97
Diacepam 20-70 Si 0.95-2 96.8
Flunitracepam 15-68 No 77-88
Fluracepam 2.3 Si 3.4 97
Halacepam 15-35 Si 98
Ketazolam 30-100 Si 96
Loracepam 10-15 No 0.70-1 85
Lormetacepam 9-15 No 85
Medacepam 1-2 Si 99-99.5
Midazolam 1.5-3 Si 0.8-2
Nitracepam 26-33 No 87
Oxacepam 5-15 No 0.6 87-90
Triazolam 1.5-5 No 0.8 78-85
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Las BZs son muy liposolubles y presentan un elevado volumen de distribucion; éstas
atraviesan la barrera hematoencefalica (HE), alcanzan el tejido cerebral y poseen un alto
grado de union a proteinas plasmaticas (85 al 100%). En cuanto a su metabolismo, se puede
agregar que las BZs son metabolizadas en gran o menor medida por el sistema microsomal
hepéatico, pueden ser varias las reacciones de biotransformacion que tienen lugar: oxidacion,
N-desmetilacién, desalquilacion, hidroxilacién, y posteriormente la conjugacion con &cido
glucurénico. Una de las particularidades de la biotransformacién de las BZs, como se
menciond anteriormente, es que la mayor parte de ellas originan metabolitos activos. En
algunos casos el t;;, plasmatico de eliminacion de estos metabolitos es relativamente igual al
del farmaco original y por ello carece de trascendencia clinica. Sin embargo, en otros casos,
los metabolitos presentan un ty, plasmatica de eliminacién sensiblemente mayor a la del
farmaco original; en este caso, dichos metabolitos sf tienen trascendencia clinica.®® 49>
Las BZs, se eliminan por el riidn, generalmente, en forma de metabolitos inactivos. Una
pequefia parte puede eliminarse por via rectal. Segun su t;, de eliminacién se pueden
distinguir cuatro tipos de BZs:*®
e BZs de accion prolongada: éstas por si mismas o por su metabolitos tienen un ti;
plasmatico de eliminacion superior a 40h, tales como el Clobazam, Clorazepato,
Clordiacepoxido, DIAZ, Flurazepam.

e BZs de accidén intermedia: éstas tienen un ty;, plasmatico de eliminacion entre 20 y 40h.
En este grupo encontramos al Bromazepam, Clonacepam, Flunitrazepam, Nitrazepam.

e BZs de accidn corta: éstas tienen un ty, plasmatica de eliminacion entre 5y 20h. Como

Alprazolam, Lormetazepam, Lorazepam, Oxazepam, Temazepam.
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e BZs de accion ultracorta: éstas tienen un ty, plasmatico de eliminacion inferior a 5h.
Como Brotizolam, Midazolam, Triazolam.3®
2.5 Farmacodinamia de las BZs.

Las BZs, son farmacos depresores del SNC, con efecto selectivo sobre algunas
estructuras como el sistema limbico sin afectar a otras tales como la corteza cerebral.
Destacan los siguientes efectos:* *’

2.5.1 Accion ansiolitica: las BZs se comportan como sustancias ansioliticas, éstas ejercen
su efecto terapéutico potencializando la actividad del receptor GABAA.®° Estas son las mas
utilizadas para el tratamiento de la ansiedad, debido a que poseen un alto nivel terapéutico.*®
A la accion ansiolitica contribuye su efecto anticonflicto y antiagresivo, por lo que en los
modelos de conflicto las BZs reducen la evitacion. En la especie humana éste efecto
anticonflicto (desinhibidor) se relaciona con la reduccion de las consecuencias de la
frustracién y el miedo.® 43

2.5.2 Accion hipndtica: todas las BZs producen sedacion e induccion del suefo
dependiendo de la dosis. Este efecto se relaciona con la reduccion de la actividad
psicomotora y cognoscitiva, con la cual estan relacionadas otras acciones (efecto relajante
del musculo esquelético y sobre la memoria). Las BZs, aun cuando pase el efecto hipndtico,
no corrigen las alteraciones del ritmo del suefio de estos pacientes, sino que ademas puede
alterarlo, aumentando el tiempo total de suefio y disminuyendo el nimero de veces que el
paciente despierta.'” 294’

2.5.3 Accion relajante del musculo esquelético: las BZs relajan la musculatura estriada

esquelética al facilitar la accion de las interneuronas inhibidoras en el tronco encefalico y la
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médula espinal interfiriendo con los reflejos mono y polisinapticos. Con esta accion
miorrelajante se relaciona la descoordinaciéon motora que producen las BZs.**#’
2.5.4 Accion anticonvulsiva: aparte del valor de estos agentes como sedantes-hipnéticos,
ansioliticos y relajantes musculares, algunos son efectivos en el control de las convulsiones.
Las BZs aumentan una gran variedad de sistemas sinapticos mediados por el GABA,
incluyendo inhibiciones presinapticas y postsinapticas. El DIAZ, por via intravenosa, es
considerado el farmaco de eleccion para el estado epiléptico en adultos. Debe ser utilizado
con precaucion en pacientes que han recibido barbittricos. Es también, efectivo contra todos
los tipos de crisis, particularmente pequefio mal y otros ataques motores menores. Su
utilizacién a largo plazo, como agente antiepiléptico, se limita por el desarrollo de tolerancia y
dependencia al tratamiento en corto tiempo. El Clonazepam es utilizado en el tratamiento de
las crisis de ausencia y en las crisis mioclonicas en nifios. Su limitacion terapéutica se debe
al desarrollo de tolerancia, que puede sobrellevarse aumentando las dosis. Sin embargo, a
dosis altas se induce sedacién.?® 3
2.5.5 Accion sobre la memoria: las BZs interfieren la transferencia de informacién de la
memoria inmediata a la memoria a largo plazo, por lo cual se produce un déficit temporal de
la memoria, lo que se conoce como amnesia enterégrada.>®
2.6 Efectos indeseados de las BZs.

Hay autores que dicen que las BZs son farmacos bien tolerados y que sus efectos
adversos son poco frecuente y de poca importancia.®® Sin embargo, otros, mencionan que si
se debe dar suma importancia a estos efectos adversos por la gravedad que producen. Estos

efectos indeseados de las BZs se pueden dividir de la siguiente forma;® 1" %
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a) Efectos téxicos secundarios a sobredosis aguda. la sobredosis de las BZs es
considerablemente menos peligrosa que la de otros sedante-hipnéticos. Una sobredosis
de BZs produce suefio prolongado sin depresion cardiorrespiratoria grave. Sin embargo, el
uso de otros agentes como el alcohol combinado con estos farmacos si pueden causar
depresion cardiorrespiratoria, incluso puede provocar la muerte. La disponibilidad de un
antagonista eficaz como el Flumazenilo, permite neutralizar los efectos de sobredosis
aguda.s' 17, 28, 36

b) Efectos adversos durante su uso terapéutico: los principales efectos adversos de
las BZs son la somnolencia, confusién, amnesia y alteraciones de la coordinacién motora,
gue afectan considerablemente algunas habilidades manuales como la capacidad de
conducir. Ademas una concentracién plasmatica baja de cualquier BZs puede aumentar
los efectos depresores del alcohol de forma aditiva debido a la interaccion de las BZs y el
alcohol, por lo que la duracion de la accion de éstos farmacos son importantes respecto a
los efectos adversos. En la actualidad ya no se usan hipnéticos de accidn prolongada
como el Nitrazepam, pero, incluso los compuestos de accion corta como el Loracepam
puede producir al dia siguiente alteracién sustancial de la actividad laboral y en la
capacidad de conducir.* 3¢ 4

c) Tolerancia y dependencia: la tolerancia se produce con todas las BZs que
actualmente se comercializan, al igual que la dependencia; éste es su incoveniente
principal para su uso terapéutico. La tolerancia es menos marcada en los barbituricos, los

cuales producen tolerancia farmacocinética debido a la induccién de enzimas hepéticas

metabolizadoras del farmaco, esto no ocurre con las BZs. Tal y como se produce dicha

tolerancia, Eodria reEresentar un cambio en el receEtor. En voluntarios y Eacientes, la
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interrupcion del tratamiento con BZs después de semanas 0 meses aumenta los sintomas
de ansiedad, ademas de temblor y vértigo. El sindrome de abstinencia se inicia lentamente
y €S menos intenso que con el uso de barbituricos, debido al largo ty» que tienen las BZs.
Las BZs de accion corta producen sintomas de abstinencia mas repentinos. Por lo que los
sintomas de abstinencia fisica (aumento de ansiedad, irritabilidad, insomnio, crisis de
angustia, palpitaciones, temblor y cefalea) dificultan la retirada de las BZs, sin embargo, la
dependencia psicolégica se considera un problema poco importante.> 3% 42

2.7 Diazepam.

Su estructura (Figura 16) y nombre quimico es 7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-
1,4-benzodiazepin-2-ona, es un polvo cristalino ligeramente amarillento, su punto de fusion
esta reportado como 131.4 a 134.5°C y su masa molecular es de 284.7 g/mol. Se encuentra
en el mercado con los nombres: Ortopsique® (tabletas de 5y 10mg, laboratorio Psicofarma),
Valium® (comprimidos de 5y 10 mg; solucion inyectable 10 mg/2 mL). DIAZ es el compuesto
de referencia entre las BZs, debido a su gran comercializaciéon en el mundo.?® % ! Este
farmaco tiene efectos farmacologicos como ansiolitico, sedante hipnético, relajante muscular
y anticonvulsivo. ElI DIAZ por via oral se absorbe rapida y completamente del tracto
gastrointestinal, alcanzando concentraciones plasmaticas maximas en 30 a 90 min. Este y
sus metabolitos se une en gran medida a las proteinas plasmaticas. Atraviesa las barreras
HE y placentaria, su volumen de distribucion es de 0.8 a 1L/Kg y su ti» de distribucién es de
hasta 3 h. Este se metaboliza principalmente a metabolitos activos tales como N-des-metil-

diacepam, Temacepam y Oxacepam. Tiene una vida media de 48 h y de sus metabolitos es

de hasta 100 h y se secreta principalmente en la orina predominando sus formas conjugadas.

Esta contraindicado en Eacientes con hiEersensibiIidad a la BZs, insuficiencia reseiratoria y
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hepética severa y a los que dependen de otras sustancias como el alcohol. Los efectos no
deseados reportados frecuentemente son: fatiga, somnolencia y debilidad muscular. Estos
sintomas ocurren al principio de la terapia y usualmente desaparecen con la administracion
prolongada. También se puede presentar ataxia, estado de alerta reducido, confusion,
estrifiimiento, depresion, alteraciones gastrointestinales, dolor de cabeza, alteraciones en el
libido, nduseas, boca seca o hipersalivacion, habla incorrecta, retencién urinaria, sin
embargo, estos sintomas se han reportado en menor frecuencia. No se recomienda el uso de

DIAZ con otro farmaco que actle a nivel del SNC.3¢: 38 58.59.61

H3Q
N

O

Cl =N

Figura No. 16. Estructura quimica del DIAZ, farmaco prototipo de BZs.’

3. Analogos dibenzodiazepinicos.

Debido a los antecedentes sobre los efectos secundarios de las BZs, tales como la
tolerancia, y la dependencia fisica, asi como trastornos en la memoria, entre otros,* es
necesaria la busqueda de nuevos compuestos que puedan sustituir a este grupo de
farmacos, cuyos efectos sean similares pero con efectos secundarios disminuidos. Por lo que
se evaluaron in vivo e in vitro 24 compuestos analogos dibenzodiazepinicos obtenidos en el

laboratorio L-121 investigacion en Quimica Orgéanica de la FES Cuatitlan-UNAM, bajo la
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direccién de la Dra. Olivia Garcia Mellado.®® ©3%* Se sintetizaron dos series de compuestos

designados como la serie OG-1V-1 al 12 y la serie EO-IV-1 al 12, listados en las Tablas 2 y 3,

indicando sus propiedades fisicas: ®* %>

Tabla No. 2. Serie de analogos dibenzodiacepl'nicoesz%gélzy—l al 12 con sus caracteristicas quimicas y fisicas.

Hs
ey
@) N @]
XN Ho
I X \=
R R1
v, 1-12
Compuesto R R4 Peso Rendimiento Apariencia P.f.
Molecular (%) (°C)
(g/mol)
0G-IvV-1 0-OCHj; 0-CHjs 454 90 Sélido color 106-108
café-rojizo
0G-IV-2 0-OCHj; p-CH; 454 93 Sélido color 101-103
café-rojizo
0G-IV-3 0-OCHj; o-Cl 474 91 Sélido color 115-116
café-rojizo
OG-IV-4 0-OCHsy p-Cl 474 90 Sélido color 112-114
Naranja
OG-IV-5 0-OCHs4 0-OCHsy 470 87 Sélido color 77-79
Café rojizo
OG-IV-6 0-OCHsy p-OCH; 470 79 Sélido color 82-84
café-rojizo
OG-IV-7 p-OCH; 0-CH; 454 98 Sélido color 80-82
café-rojizo
0G-1V-8 p-OCHjs p-CHs 454 91 Solido color 118-120
café-rojizo
0G-1V-9 p-OCHjs o-Cl 474 98 Solido color 94-96
café-rojizo
0OG-IV-10 p-OCHjs p-Cl 474 82 Sélido color 131-133
café-rojizo
OG-IV-11 p-OCH; 0-OCHsy 470 76 Sélido color 194-196
Amarillo
0G-IV-12 p-OCHjs p-OCHjs 470 78 Solido color 126-128
café-rojizo
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62

Tabla No. 3. Serie de analogos dibenzodiacepinicos EO-IV-1 al 12 con sus caracteristicas quimicas y fisicas.

63,64
Hs
N
0] : N 0]
X Ho [
X ¥
R 1
1V, 1-12
Compuesto R R Peso Rendimiento | Apariencia Punto de
Molecular (%) Fusién
(g/mol) (C9
EO-IV-1 0-CH; | 0-CHj; 438 70 Solido 135-136
Naranja
EO-IV-2 0-CH; | p-CHjs 438 70 Solido 240
Naranja
EO-IV-3 0-CH; | p-ClI 458 75 Sdlido 105-107
Naranja
EO-IV-4 0-CH; | p-ClI 458 70 Solido 220-222
Amarillo
EO-IV-5 0-CH; | 0-Br 502 60 Solido 72-74
Naranja
EO-IV-6 0-CH; | p-Br 502 73 Solido Beige 208-210
EO-IV-7 p-CHs; | 0-CH; 438 51 Solido 102-104
Amarillo
EO-IV-8 p-CHs | p-CH3 438 54 Solido 46-49
Amarillo
EO-IV-9 p-CH; | o-Cl 458 70 Solido 42-44
Amarillo
EO-IV-10 p-CHs; | p-Cl 458 54 Solido 77-88
Naranja
EO-IV-11 p-CH; | o-Br 502 68 Solido 98-101
Naranja
EO-IV-12 p-CH; | p-Br 502 52 Soélido Café 172
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1. Justificacion

Las BZs y sus anélogos dibenzodiacepinicos son utiles para el tratamiento de diversas
patologias, tales como convulsiones, insomnio, trastornos de ansiedad y tensién muscular,
entre otras; sin embargo, se necesitan farmacos que posean los mismos efectos

farmacol6gicos que el grupo de las BZs, pero que carezcan de efectos adversos,® 3¢ 42

como
la dependencia y la tolerancia, por lo que es necesario la sintesis y evaluacion de nuevos
compuestos. Por lo tanto este trabajo se concreta, en la evaluacién farmacolégica de 24
nuevos compuestos analogos dibenzodiazepinicos sintetizados en el laboratorio de
investigaciéon de Quimica Orgénica de FES Cuatitlan-UNAM, bajo la direccién de la Dra.
Olivia Garcia Mellado.®* ® ® E| estudio de estos compuestos analogos dibenzodiazepinicos
se realizaron tanto in vitro como in vivo.

Esta tesis se divide en dos partes, en la primera se realizé el estudio de toxicidad, “In
Vitro”, con 12 primeros compuestos (serie OG-IV) y ademas se realiz6 un estudio piloto
neurofarmacolégico, con el cual se determind las dosis a utilizar en la serie EO-IV. En la

segunda parte, se determiné el perfil neurofarmacolégico y a los datos obtenidos se les

realizé un estudio estadistico.
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IV. Hipdtesis

Se conoce que las benzodiazepinas son Utiles en el tratamiento de diversas patologias
por sus multiples efectos farmacoldgicos tales como ansioliticos, relajantes musculares,
anticonvulsivos y sedantes-hipnéticos; por lo que se espera que los analogos
dibenzodiazepinicos (OG-IV y EO-1V) tengan estos efectos farmacoldgicos similares a ellas,
ya que éstos analogos presentan un nucleo diazepinico similar a las BZs que se usan en la

clinica.
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V. Objetivos
Objetivo general:

Evaluar de forma in vitro e in vivo 24 compuestos derivados dibenzodiazepinicos
determinando su perfil neurofarmacologico, comparandolos con una BZs de referencia
(DIAZ).

Objetivos particulares:

e Realizar pruebas de solubilidad para administrar los compuestos sin que el estudio se
vea alterado por el disolvente usado.

e Evaluar in vitro, mediante el ensayo de Artemia salina, la letalidad de 12 compuestos
derivados dibenzodiacepinicos.

e Realizar una prueba piloto para determinar solubilidad, toxicidad y dosis en las que se
presenta un efecto farmacoldgico.

e Determinar el efecto ansiolitico en ratas con el modelo de Rota-Rod.

e Determinar el efecto relajante muscular en ratas mediante el modelo de Rota-Rod.

e Determinar el efecto de sedacidon-hipnosis en ratones mediante el modelo de
enderezamiento.

e Determinar el efecto de relajacibn muscular en ratones mediante el modelo de la

Cuerda Tirante.

e Determinar el efecto anticonvulsivo en ratones mediante el modelo quimico con PTZ.
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VI. Metodologia

Este estudio se realizé en dos partes: en la primera se analizaron 12 compuestos

(serie OG-IV) para realizar pruebas de solubilidad, los estudios in vitro con Artemia salina y
los estudios piloto para determinar las dosis ansiolitica, anticonvulsiva, relajante muscular,
sedante e hipnética; posteriormente, se les realizd estudios a los otros 12 compuestos (EO-
IV) para determinar las dosis aproximadas en la que se presentaba un efecto farmacoldgico.
1. Parte Experimental 1 (Estudio piloto):
1.1 Material de laboratorio

= Cajas de acrilico y/o borosilicato con tapa de acero inoxidable.

= Rejilla.

= Jeringas hipodérmicas con aguja de 1mL (marca Plastipak).

= Micropipetas de 1000 pL (Trassferpette).

» Vasos de precipitados de 50 mL (Schott-Durén).

»= Matraces volumétricos de 10 mL (Pyrex).

= Matraces volumétricos de 100 mL (Pyrex).

= Pipetas Pasteur.

= Espatula Cromo-Niquel.

= Placa de porcelana con horadaciones.

= Piseta.
1.2 Equipo

= PBalanza granataria (Casa Vales S.A de C.V.)

= Balanza analitica (AG204 Mettler Toledo)
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= Rota-rod Modelo 750 (Ugo Basile)
= Vortex (IKA MS1 S1)
= Cuerda tirante: 20 cm de alto, diametro=1 mm (alambre); 15 cm de longitud en base
de madera. Elaborada en el laboratorio de Neurofarmacologia. Facultad de Quimica-
UNAM.
1.3 Reactivos
= Pentilentetrazol (Lab SIGMA Lot. 101H0046).
= Diazepam ampolleta inyectable (Valium® 10mg/2ml, Lab. Roche; Lot.RJ0023).
= Polietilenglicol 200 (Lab. Merck).
= Solucion salina Isotonica 0.9% p/v (Lab. Abbott).
= Solucion amortiguadora pH=7.3 (Lab. Merck).
= Tween 80 (Lab. Merck). Lot. B221371000.
1.4 Reactivos bioldgicos
= 66 ratones machos cepa ICR (Harlan, México S.A. de C.V.).
= 3 ratones machos cepa CFW (Bioterio Fac. de Quimica UNAM) de aprox. 20-30 g.
= 32 ratas machos Wistar (Harlan, México S.A. de C.V.).
= 10 hembras cepa Wistar (Bioterio Fac. de Quimica UNAM) de aprox. 200-300 g.
1.5  Estudios de vehiculo.
Inicialmente, se determiné la solubilidad de los compuestos analogos
dibenzodiazepinicos, utilizando los vehiculos reportados en la Tabla 4. Como se observa, se

utilizé polietilenglicol 200 (PEG) (Lab. Merck) al 30% para realizar la prueba de toxicidad
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aguda con el crustaceo Artemia salina, y los siguientes tres vehiculos (Acetona, Acetato de

etilo y Tween 80) para raton. Los vehiculos utilizados se enlistan a continuacion. Tabla 4.

Tabla No. 4. Vehiculos utilizados para disolver y administrar a los animales los compuestos derivados
dibenzodiazepinicos.

Vehiculo No. De
Ratones
Tratados
Polieteilenglicol 200 al 0
30%

Este vehiculo se uso para
el ensayo con Artemia

salina.
- ]
Acetona al 30 % 6
Acetato de etilo al 10% 4
Tween 80 al 10 % 6
Tween 80 al 5 % 6

1.6 Ensayo con Artemia salina (CLso “in vitro”).

El bioensayo de toxicidad con el crustaceo Artemia salina, permite el fraccionamiento
biodirigido que conduce a la evaluacion del grado de toxicidad de compuestos citotoxicos,
debido a que posee una buena correlacion con los ensayos de citotoxicidad a diferentes
concentraciones. Este ensayo se realizd para escalar dosis 0 concentraciones que no sean
téxicas, cuando se administren a animales y seres humanos.®

Los huevecillos del crustaceo Artemia salina se incuban por 48 h en una solucion
salina artificial estéril, con luz continua con un foco de 60 Watts (W) oxigenando el medio
durante todo el tiempo; de ahi se toman 10 crustaceos y se colocan en frascos viales, los

cuales contienen las soluciones a las concentraciones de 5, 50 y 500 ppm del compuesto en
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estudio, previamente preparadas. Cada concentracion se evalué por triplicado; los
crustaceos se incuban con el compuesto en estudio por 24 horas, trascurrido este periodo se
procede a contar el nUmero de crustdceos sobrevivientes, para calcular la concentracion
toxica letal.®®

1.7 Estudios de Sedacién-Hipnosis, Relajacion Muscular y Anticonvulsivo en raton.

Para evaluar los efectos sedacidn-hipnosis, relajacion muscular y anticonvulsivo se
us6 un solo raton para cada dosis, este procedimiento se siguid debido a que la cantidad de
compuesto era poco. Sefalando que las dosis administradas (40, 80 y 160 mg/kg) fueron
designadas esperando encontrar la dosis a la cual se presentard actividad farmacoldgica.
Cabe sefialar que de los compuestos 11 y 12, se probaron dosis de 3, 5, 10 y 20 mg/kg. La
metodologia a seguir para la evaluacién para cada caso fue la siguiente:* ®° 67 68.69.70.71
1.7.1 Sedacidon-Hipnosis.

Se administré el compuesto por via intraperitoneal (I.P.); se observé durante 15 min
postadministracién en una caja de borosilicato esperando un posible efecto farmacolégico.®®
1.7.2 Relajacién muscular.

Quince min postadministracion se coloco el raton en el modelo de la cuerda tirante
registrando el numero de caidas, siendo el tiempo de permanencia 5 min.

1.7.3 Efecto Anticonvulsivo.

Después de los 5 min en el modelo de la cuerda tirante, el raton se coloc6 en una caja

de borosilicato durante 10 min; transcurrido dicho tiempo, se administro pentilentetrazol (PTZ,

Lab. Sigma) a una dosis de 110 mg/kg por via subcutanea (S.C.), registrando el tiempoy

los tipos de convulsiones presentadas durante una hora.*
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1.7.4 Estudio de Ansiedad en Ratas (Rota-Rod).

Para evaluar la ansiedad en ratas, se administré via I.P. a la dosis de 10 mg/kg el
compuesto a estudiar, se colocé el animal en una caja de borosilicato durante 25 min,
posteriormente, se observd durante 5 min, registrando miccién, piloereccion, mordisqueo y
namero de bolos fecales. Trascurridos los 5 min de observacion se colocé a la rata sin previo
entrenamiento en el equipo de Rota-Rod el cual tenia como condiciones rotatorias 8 rpm,®°
registrando nuevamente miccion, piloereccién, la presencia de mordisqueos, numero de
bolos fecales, nimero de caidas y tiempo de permanencia. Cabe sefialar que, de los
compuestos con los que se contaba suficiente cantidad se decidié probar dosis de 20 mg/kg
siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito.

1.7.5 Estudio de Relajacién Muscular en Ratas (Rota-Rod).

En esta prueba se administré a una dosis de 10 mg/kg (se utilizé una rata por dosis)
via |.P. Cabe aclarar que se administré en esta prueba 8 de los doce compuestos (1, 3, 5, 7,
8,9, 11y 12), posteriormente se dejé pasar 50 min en una caja de borosilicato, trascurrido el
tiempo, se coloco a la rata con previo entrenamiento en el modelo Rota-Rod ajustado a 15
rpm®* durante 10 min, registrando el tiempo de permanencia, nimero de caidas, miccién y
namero de bolos fecales.
2. Parte Experimental 2.

En esta parte se estudiaron los compuestos de la serie EO-IV.
2.1 Material de laboratorio.

= Cajas de acrilico y/o borosilicato con tapa de acero inoxidable.

= Rejilla.
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Jeringas hipodérmicas con aguja de 1 mL(marca Plastipak).
Micropipetas de 1000 uL (Trassferpette).

Vasos de precipitados de 50 mL (Schott-Duran).

Vasos de precipitados de 100 mL (Schott-Duran).

Matraces volumétricos de 10 mL (Pyrex).

Matraces volumétricos de 100 mL (Pyrex).

Matraces volumétricos de 500 mL (Pyrex).

Tubos de ensayo de 12 y 150 mm.

Gradilla.

Pipetas pasteur.

Espatula Cromo-Niquel.

Piseta.

Equipo.

Balanza granataria (Casa Vales S.A de C.V.).

Balanza analitica (AG204 Mettler Toledo).

Rota-Rod Modelo 750 (Ugo Basile).

Vortex (IKA MS1 S1).

Cuerda tirante: 20 cm de alto, diametro=1 mm (alambre); 15 cm de longitud en base
de madera. Elaborada en el laboratorio de Neurofarmacologia. Facultad de Quimica-
UNAM.

Reactivos.

Pentilentetrazol (Lab SIGMA Lot. 101H0046).
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= Diazepam ampolleta inyectable (Valium® 10 mg/2 ml, Lab. Roche; Lot. RJ0354).

= Solucion salina Isotonica 0.9% p/v (Lab. Abbott).

= Solucion amortiguadora pH=7.3 (Lab. Merck).

= Tween 80 (Lab. Merck). Lot. B221371000.
2.4  Reactivos bioldgicos.

= 78 Ratones machos (20 a 30 g) cepa ICR (Harlan, México S.A. de C.V.).

= 72 Ratas machos (200 a 300 g) Wistar (Harlan, México S.A. de C.V.).
2.5 Estudio de Sedacion-Hipnosis, Relajacion Muscular y Anticonvulsivo en raton.
2.5.1 Sedacién-Hipnosis.

Se administré al ratén el compuesto dibenzodiazepinico correspondiente (dosis: 40 y
80 mg/Kg) por via (I.P.); se observo durante 15 min postadministracion en una caja de
borosilicato y se cuantificaron las latencias para sedacion, hipnosis y recuperacion.

2.5.2 Relajacién muscular.

Quince min postadministracion del compuesto dibenzodiazepinico (dosis: 40 y 80
mg/Kg) se colocé al raton en el modelo de la cuerda tirante (donde se observa mediante el
tiempo de permanencia y el nUmero de caidas el efecto de relajacibn muscular). Se registré
el nimero de caidas siendo el tiempo de permanencia de 5 min.

2.5.3 Efecto Anticonvulsivo.

Treinta min postadministracion del compuesto dibenzodiazepinico (dosis: 40 y 80
mg/Kg) correspondiente se administrd0 Pentilentetrazol (PTZ, Lab. Sigma) (dosis de 110
mg/kg) por via (S.C.) 30 min postadministracion de la sustancia a estudiar y se registro el

tiempo y los tipos de convulsiones presentadas durante una hora.®’
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2.6 Estudios de Ansiedad en Ratas (Rota-Rod).

Se administr6 el compuesto dibenzodiazepinico correspondiente (dosis: 10 y 20
mg/Kg) via I.P., se colocé por 25 min en una caja de borosilicato registrando miccién,
piloereccion, mordisqueo y numero de bolos fecales, posteriormente se colocé a la rata sin

previo entrenamiento en el modelo Rota-Rod (condiciones rotatorias 8 rpm),®’

registrando
nuevamente miccion, piloereccion, de mordisqueo, numero de bolos fecales, niumero de
caidas y tiempo de permanencia.

2.7. Relajacion muscular en Ratas (Rota-Rod).

Se administr6 el compuesto dibenzodiazepinico correspondiente (dosis: 10 y 20
mg/Kg) via I.P., se colocé por 25 min en una caja de borosilicato registrando miccién,
piloereccion, mordisqueo y numero de bolos fecales, posteriormente se colocé a la rata con
previo entrenamiento en el modelo Rota-Rod (condiciones rotatorias 15 rpm),>® registrando
nuevamente miccion, piloereccion, de mordisqueo, numero de bolos fecales, nimero de
caidas y tiempo de permanencia. Cabe sefalar que el compuesto de referencia fue el DIAZ,
para sedaciéon-hipndsis a una dosis de 33 mg/Kg; como relajante muscular, ansiolitico y
anticolvulsivo a una dosis de 1 mg/Kg. %> 8
3. Estadistica.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante una ANOVA y la prueba estadistica

de “t de Student”, con una probabilidad de p<0.05 y el error estandar de la media (ESM);

ademas con los promedios se realizaron las gréaficas presentadas.’?
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VIl. Resultados

Los resultados obtenidos se dividen en dos partes, la primera parte comprende la serie
OG-IV y la segunda, comprende la serie de compuestos EO-IV.
1. Parte Experimental 1.
1.1 Estudios de vehiculo.

Tabla. No. 5. Resultados de los vehiculos estudiados.

Vehiculo No de | Solubilidad Observaciones Adecuado
Ratones
Tratados
1. Polietilenglicol 0 v Este vehiculo se utilizé solo Si
200 al 30% para el ensayo con Artemia
salina.
- °r +°Tr 71T 1
Interfiere para evaluar efecto No
2. Acetona al 30 % 6 v anticonvulsivo, sedacion y
ansiedad.
3. Acetato de etilo 4 v Disolvente téxico. Convulsivo. No
al 10%
4. Tween 80 al 6 4 Interfiere para evaluar el efecto No
10 % anticonvulsivo.
5. Tween 80 al 6 v En este porcentaje se tiene Si
5% resultados adecuados para
evaluar todas las pruebas.

(v) Soluble
Se observa que el vehiculo mas adecuado es el Tween 80 al 5% v/v en agua.

1.2 Resultados de los ensayos in vitro con Artemia salina. (CLso “in vitro”).

Tabla. No. 6. Resultados del ensayo de Artemia salina con el vehiculo (PEG en agua al 30%).

Concentracién log C | Artemias | Artemias Muertas Vivas
(PEG en agua) muertas vivas acumuladas acumuladas
30% 5.478 0 30 0 30
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Tabla. No. 7. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-1V-1.

Conc. | logC | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 29 1 29 26 29/55 52.7 5.0675
50 1.699 9 21 38 25 38/63 60.32 5.2608
500 | 2.699 26 4 64 4 64/68 94.11 6.563
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Gréfica No. 1. Concentracion letal 50 con Artemia salina para el Compuesto OG-IV-1.
CLso= 5.957ppm.
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Grafica No. 2. Concentracion letal 50 con Artemia salina para el Compuesto OG-IV-1. Método de
probits. CLso=5.011ppm.
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Tabla. No. 8. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-1V-2.

Conc. | logC | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 18 12 18 15 18/33 54.54 5.1130
50 1.699 29 1 47 3 47/50 94 6.555
500 | 2.699 28 2 75 2 75177 97.40 6.943
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Grafica No. 3. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-2. Método de
probits. CLso= 3.9810 ppm.

Tabla. No. 9. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-1V-3.

Conc. | log C | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 24 6 24 10 24/34 70.59 5.5414
50 1.699 28 2 52 4 52/56 92.857 6.468
500 | 2.699 28 2 80 2 80/82 97.561 6.971
Tabla. No. 10. Resultados del ensayo de artemia salina del compuesto OG-IV-4.

Conc. | logC | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 7 23 7 37 7144 15.901 4.002
50 1.699 16 14 23 14 23/37 62.162 5.310
500 | 2.699 30 0 53 0 53/53 100 6.950
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Gréfica No. 4. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-4.
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Gréfica No. 5. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-4. Método de

probits. CLso= 22.3878 ppm.

Tabla. No. 11. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-IV-5.

Conc. | logC | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 8 22 8 24 8/32 25 4.326
50 1.699 29 1 37 2 37/39 94.872 6.635
500 | 2.699 29 1 66 1 66/67 98.507 7.170
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Grafica No. 6. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-IV-5.
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Gréfica No. 7. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-IV-5. Método de

probits. CLgo= 8.9125 ppm.

Tabla. No. 12. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-IV-6.

Conc. | log C | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcion Mortalidad UP

(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 26 4 26 19 26/45 57.778 5.1968
50 1.699 24 6 50 15 50/65 76.923 5.736
500 | 2.699 21 9 71 9 71/80 88.75 6.222
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Tabla. No. 13. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-IV-7.

Conc. | logC | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 23 7 23 12 23/35 65.714 5.4046
50 1.699 26 4 49 5 49/54 90.741 6.323
500 | 2.699 29 1 78 1 78179 98.7342 7.226
Tabla No. 14. Resultados del ensayo de artemia salina del compuesto OG-1V-8.
Conc. | log C | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcion Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 11 19 11 27 11/38 28.947 4.444
50 1.699 25 5 36 8 36/44 81.818 5.9076
500 | 2.699 27 3 63 3 63/66 95.455 6.311
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Grafica No. 8. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-8.
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Grafica No. 9. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-8. Método de

probits. CLsg =12.5892 ppm.

Tabla. No. 15. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-IV-9.

Conc. | Log C | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 3 27 3 44 3/47 6.383 3.5003
50 1.699 21 9 24 17 24/17 58.537 5.212
500 | 2.699 22 9 46 8 46/54 85.185 6.448
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Grafica No. 10. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-9.

Clso = 43.644 ppm.
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Compuesto OG-IV-9
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Grafica No. 11. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-9. Método de

probits. CLsg = 44.6684 ppm.

Tabla. No. 16. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-1V-10.

Conc. | Log C | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 24 6 24 9 24/33 72.723 5.604
50 1.699 27 3 51 3 51/54 94.444 6.589
500 | 2.699 30 0 81 0 81/81 100 6.950
Tabla. No. 17. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-IV-11.

Conc. | Log C | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP
(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 7 23 7 37 7144 15.909 4.002
50 1.699 20 10 27 14 27141 65.854 5.4354
500 | 2.699 26 4 53 4 53/57 92.982 6.476
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Compuesto OG-IV-11
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Grafica No. 12. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-11.

Clso = 26.851 ppm.
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Grafica No. 13. Concentracion letal 50 con Artemias salinas para el Compuesto OG-1V-11. Método de

probits. CLso = 25.1189 ppm.

Tabla. No. 18. Resultados del ensayo de Artemia salina del compuesto OG-1V-12.

Conc. | logC | Artemias | Artemias Muertas Vivas Proporcién Mortalidad UP

(ppm) muertas vivas acumuladas | acumuladas | Muertas/total % (probits)
5 0.699 21 9 21 12 21/33 63.634 5.3476
50 1.699 28 2 49 3 49/52 94.231 6.572
500 | 2.699 29 1 78 1 78/79 98.7341 7.226
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1.3 Estudios de Sedacién-Hipnosis, Relajacion Muscular y Anticonvulsivo en raton.

Tabla No. 19. Resultados de los estudios de sedacion-hipndésis, relajacion muscular y efecto
anticonvulsivo.

Compuesto | Efecto sedante- Relajacion Efecto
hipndtico Muscular anticonvulsivo
Dosis mg/Kg Dosis mg/Kg Dosis mg/Kg
40 80 |160| 40 | 80 | 160 | 40 | 80 | 160
OG-IV-1 - - - - - - - - -
OG-IV-3 - - - - - - - - -
OG-IV-5 - - - - - - - - -
OG-IV-7 - - - - - - - - -
OG-IV-8 - - - - - - - - -
OG-IV-9 - - - - - v - - -
OG-IV-10 - - - - - - - - -
OG-IV-11 - - - - - - - - -

OG-IV-12 - - - - - - - - -
(-) No presenta actividad Farmacolégica.
(') Si presenta actividad Farmacolégica.

1.4  Estudio de Ansiedad en Ratas (Rota-Rod).

Tabla. No. 20. Resultados del estudio de ansiedad en ratas (Rota-rod).

Compuesto Dosis 10mg/Kg Dosis 20 mg/Kg
MIC | PIL | MOR | No Efecto MIC | PIL | MOR | No Efecto
Bolos | Ansiolitico Bolos | Ansiolitico
0OG-IvV-1 v v v 5 No 4 - - 1 No
OG-IVv-2 - |V v 0 Si - - - - No
OG-IV-3 - - - 1 No - - - 3 No
OG-IvV-4 v v v 1 No - - - - No
OG-IV-5 v v v 1 No - 4 - 3 No
OG-IV-6 v - - 1 No - - - - No
OG-IV-7 v v v 0 Si 4 - - 1 Si
OG-1V-8 - - - 1 No v - - 2 No
OG-IV-9 - v v 3 No - - - 1 No
OG-IV-10 - v v 0 Si - - - - No
0G-IV-11 - v v 3 No - - - 0 Si
0G-IV-12 - - - 0 Si - - - 1 Si

MIC= Miccién. PIL= Piloereccion. MOR=Mordisqueo. BOLOS= No de Bolos Fecales.
() No presenta actividad farmacoldgica.
(v") Si presenta actividad farmacologica.
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1.5 Estudio de Relajacién Muscular en Rata (Rota-rod).

Tabla No. 21. Resultados del estudio de relajacion muscular en ratas. (Rota-Rod).

Compuesto Dosis 10mg/Kg
No. de | Tiempo de No.de | Miccidn Relajacién
Caidas | permanencia | bolos muscular
fecales
OG-IV-1 2 9.55 2 - No
OG-IV-3 5 9.4 0 - Si
OG-IV-5 3 8.92 0 - No
OG-IvV-7 1 9.8 1 - No
OG-IV-8 1 9.7 1 - No
OG-IV-9 9 8.53 1 - Si
OG-IV-11 3 9.83 3 - Si
OG-IV-12 0 10 1 v No

(-) No presenta actividad farmacolégica.
(V") Si presenta actividad farmacoldgica.

2. Parte Experimental 2.
En esta parte se llevaron a cabo los estudios con la serie de compuestos EO-IV.
2.1 Sedacion-hipnosis:

Tabla. No. 22. Resultados del estudio sedacion-hipnosis.

Efecto sedante-hipnético

Compuesto 40mg/Kg 80mg/Kg

1 x x
2 x x
4 x x
5 x x
6 x x
7 x No se estudio
8 x x
9 x x
11 x x
12 x x

(%) = No presenté efecto
Ningun compuesto resultdé con efectos sedantes-hipnadticos a las dosis estudiadas, por lo

gue los resultados se presentan en tablas.
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2.2 Estudio de relajacién muscular en ratones (Modelo de cuerda tirante).
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B EO-1V-1(80mg/Kg)
O EO-IV-2(10mg/Kg)
B EO-IV-2(20mg/KQg)
OEO-IV-2(40mg/Kg)
H EO-IV-2(80mg/Kg)
B EO-IV-4(5mg/Kg)

OEO-IV-4(10mg/Kg)
OEO-IV-5(40mg/Kg)
B EO-IV-5(80mg/Kg)
HEO-IV-6(40mg/Kg)
EEO-IV-6(80mg/Kg)
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Tratamiento

Gréafica No. 14. Las barras de los compuestos EO-IV-1 (80 mg/Kg), EO-IV-2 (40mg/Kg), EO-IV-4
(10mg/Kg), EO-IV-5 (80mg/Kg) y EO-IV-6 (80 mg/Kg), presentan un promedio mayor de nimero de
caidas respecto a los grupos controles. P<0.05 (Prueba t de Student). (Se muestran los resultados de
los compuestos del 1 al 6).
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ODIAZ (1 mg/Kg)

20 OEO-IV-7(40mg/KQg)
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Gréfica No. 15 Las barras de los compuestos EO-1V-7 (40 mg/Kg), EO-IV-8 (80mg/Kg) y EO-IV-12
(40mg/Kg). Presentan un promedio mayor de numero de caidas respecto a los grupos controles.
P<0.05 (Prueba t de Student). (Se muestran los resultados de los compuestos del 7 al 12).
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2.3 Estudio de la actividad anticonvulsiva en ratones.

Resultados

Promedio de convulsiones clénicas
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W EO-IV-1(80mg/Kg)
0 EO-IV-2(10mg/Kg)
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o EO-IV-5(40mg/Kg)
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W EO-IV-6(40mg/Kg)
m EO-IV-6(80mg/Kg)

Gréfica No. 16. Las barras de los compuestos EO-1V-1 (80 mg/Kg) y EO-1V-2 (80mg/Kg) representan
un promedio de convulsiones clonicas menor respecto a los grupos controles. P<0.05 (Prueba t de

Student). (Se muestran los resultados de los compuestos del 1 al 6).
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O EO-IV-8(80mg/Kg)
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EEO-IV-
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OEO-IV-12(40mg/kg)

OEO-IV-12(80mg/kg)

Gréfica No. 17. Las barras de los compuestos EO-1V-8 (80 mg/Kg), EO-1V-11 (40mg/Kg) y EO-IV-12
(40 mg/Kg) representan un promedio de convulsiones clonicas menor respecto a los grupos controles.
P<0.05 (Prueba t de Student) (Se muestran los resultados de los compuestos del 7 al 12).
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m EO-IV-1(80mg/Kg)
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W EO-IV-2(80mg/Kg)
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o EO-IV-5(40mg/Kg)
m EO-IV-5(80mg/Kg)
H EO-IV-6(40mg/Kg)
m EO-IV-6(80mg/Kg)

Gréfica No. 18. Las barras de los compuestos EO-IV-1 (80 mg/Kg), EO-IV-2 (10mg/Kg) y EO-IV-5 (80
mg/Kg) representan un promedio de convulsiones ténicas menor respecto a los grupos controles.
P<0.05 (Prueba t de Student). (Se muestran los resultados de los compuestos del 7 al 12).
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s DOintegras

B Vehiculo

ODIAZ (1mg/Kg)
OEO-IV-7(40mg/Kg)
B EO-1V-8(40mg/Kg)
O EO-IV-8(80mg/Kg)
B EO-1V-9(40mg/Kg)
OEO-IV-9 (80mg/Kg)
W EO-IV-11(40mg/Kg)
W EO-I1V-11(80mg/Kg)
O EO-IV-12(40mg/kg)
O EO-IV-12(80mg/kg)

Promedio de convulsiones ténicas

Tratamiento

Gréfica No. 19. Las barras del compuesto EO-IV-11 (40 mg/Kg) representa un promedio de
convulsiones tonicas menor respecto a los grupos controles. P<0.05 (Prueba t de Student). (Se
muestran los resultados de los compuestos del 7 al 12).

2.4 Efecto ansiolitico en ratas (Promedio de levantamientos).

" O integras

M Vehiculo

12

10

ODIAZ (1mg/Kg)

OEO-IV-
1(10mg/Kg)
B EO-IV-
2(10mg/Kg)
OEO-IV-
2(20mg/Kg)
B EO-IV-
5(20mg/Kg)
Tratamiento OEO-IV-
6(10mg/Kg)

Promedio de levantamientos

Gréfica No. 20. Las barras de los compuestos EO-IV-1 (10 mg/Kg), EO-IV-2 (10 mg/Kg), EO-IV-2 (20
mg/Kg), EO-IV-5 (20 mg/Kg) y EO-IV-6 (10 mg/Kg) representa un promedio menor de numero de
levantamientos respecto a los grupos controles. P<0.05 (Prueba t de Student). (Se muestran los
resultados de los compuestos del 1 al 6).
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Gréfica No. 21. Las barras de los compuestos EO-IV-7 (10 mg/Kg), EO-IV-8 (10 mg/Kg), EO-IV-9 (10
mg/Kg), EO-IV-11 (10 mg/Kg), EO-IV-11 (20 mg/Kg) y EO-1V-12 (10 mg/Kg) representa un promedio
menor de numero de levantamientos respecto a los grupos controles. P<0.05 (Prueba t de Student).
(Se muestran los resultados de los compuestos del 7 al 12).

2.5 Efecto ansiolitico en ratas (Promedio de mordisqueos).
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Gréfica No. 22. Las barras de los compuestos EO-IV-2 (10 mg/Kg), EO-IV-2 (20 mg/Kg) y EO-IV-6
(10 mg/Kg) representa un promedio menor de nimero de mordisqueos respecto a los grupos
controles. P<0.05 (Prueba t de Student). (Se muestran los resultados de los compuestos del 1 al 6).
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Gréfica No. 23. Las barras de los compuestos EO-IV-7 (10 mg/Kg), EO-1V-9 (10 mg/Kg) y EO-IV-12
(10 mg/Kg) representa un promedio menor de numero de mordisqueos respecto a los grupos
controles. P<0.05 (Prueba t de Student). (Se muestran los resultados de los compuestos del 7 al 12).

2.6 Efecto de relajacion muscular en ratas (Promedio de caidas).
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Grafica No. 24. Las barras de los compuestos EO-1V-2 (20 mg/Kg) y EO-IV-5 (20 mg/Kg) representa
un promedio mayor de nimero de caidas respecto a los grupos controles. P<0.05 (Prueba t de

Student). (Se muestran los resultados de los compuestos del 1 al 6).
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Gréfica No. 25. Las barras de los compuestos EO-1V-8 (10 mg/Kg) y EO-1V-12 (10 mg/Kg) representa
un promedio mayor nimero de caidas respecto a los grupos controles. P<0.05 (Prueba t de Student).
(Se muestran los resultados de los compuestos del 7 al 12).
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VIIIl. Discusioén de resultados
Eleccion del vehiculo:

Después de estudiar varios vehiculos como PEG al 30%, acetona al 30%, acetato de
etilo al 10% y Tween al 10 y 5 %, se determin6 que el Tween 80 al 5% fue el mejor vehiculo
para realizar los ensayos in vivo de los analogos dibenzodiazepinicos. EI Tween 80 es un
agente tensoactivo no iénico, posee varios hombres quimicos como Polisorbato 80, éster de
sorbitan, derivado de poli(oxi-1,2-etanodil); posee una densidad de 1.09 g/mL y es un liquido
oleoso color limén a ambar con un olor suave y sabor amargo. La dosis letal 50 (DLsp) en
ratones y ratas oscila entre 6.3 a 7.5 mg/Kg, respectivamente, por via I.P. Su uso es amplio,
ya que es un buen emulsificante y un buen agente dispersante en productos medicinales,® "3
por lo que éste vehiculo fue utilizado en todo el estudio in vivo, tanto en los compuestos de la
serie OG-V como en los compuestos de la serie EO-IV.

Ensayo con Artemia salina:

En este ensayo se determind la toxicidad in vitro de los compuestos
dibenzodiazepinicos del grupo OG-IV del 1 al 12, y se puede decir que el compuesto menos
letales es el compuesto OG-IV-9, ya que se necesita una mayor concentracion (CLsy de
43.644 ppm y 44.668 ppm, métodos de numero Artemias acumuladas y de probits
respectivamente) para producir toxicidad en Artemia salina. Le sigue, el compuesto OG-1V-11
(con una CLsp de 26.851 ppm o0 25.119 ppm métodos de numero Artemias acumuladas y de
probits respectivamente). Sin embargo, hubo compuestos en esta serie, que no fue posible
calcular la CLso pues al parecer, las concentraciones letales eran menores a 5 ppm

(concertacion minima que se utilizé en este estudio).
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Pruebas piloto:

Estas pruebas nos permitieron seleccionar las dosis adecuadas de cada compuesto y
en cada modelo. De los 12 compuestos de la serie OG-1V, el compuesto OG-1V-3 (10 mg/Kg
en rata), el compuesto OG-1V-9 (en rata 10 mg/Kg y en raton 160 mg/Kg) y el compuesto
OG-IV-11 (10 mg/Kg en rata) presentan relajacion muscular. Ninguno de los compuestos de
este grupo presenta sedacion-hipnésis o actividad anticonvulsiva. Sin embargo, los
compuestos OG-IV-2 ( 20 mg/Kg en rata), OG-1V-7 (10 y 20 mg/Kg en rata), OG-1V-10 (10
mg/Kg en rata), OG-IV-11(20 mg/Kg en rata) y OG-IV-12 (10 y 20 mg/Kg en rata) presentan
actividad ansiolitica.

De este conjunto resalta el compuesto OG-IV-11, porque presenta efectos tanto de
relajacibn muscular como de actividad ansiolitica con dosis de 10 y 20 mg/Kg
respectivamente; sin embargo, es menos potente que el DIAZ, porque este Ultimo presenta
los mismos efectos pero a una dosis de 1 mg/Kg.®" ®
Pruebas experimentales (serie EO-IV):

En estos ensayos se observo que ninguno de los compuestos presentan sedacion-
hipnésis, pero los compuestos EO-1V-1 (80 mg/Kg en raton), EO-IV-2 (40 mg/Kg en ratén y
20 mg/Kg en rata), EO-IV-4 (10 mg/Kg en ratén), EO-IV-5 (80 mg/Kg para raton y 20 mg/Kg
para rata), EO-IV-6 (80 mg/Kg en raton), EO-IV-7 (40 mg/Kg en raton), EO-IV-8 (10 mg/Kg en
rata y 80 mg/Kg en ratén) y EO-1V-12 (10 mg/Kg en rata y 40 mg/Kg en raton) presentan
relajacion muscular; sin embargo, es importante hacer notar que los compuestos EO-IV-2 y
EO-IV-8, presentan un mejor efecto que el DIAZ como relajante muscular, es decir, estos
compuestos son candidatos para ser relajantes musculares ya que son mejores que el

farmaco de referencia, sin embargo, el DIAZ sigue siendo mas potente, pues este efecto se

76



Discusién de resultados

alcanza a menor dosis que los compuestos dibenzodizepinicos, pero esto representa una
ventaja de seguridad para el paciente.

También, es importante sefialar que los compuestos EO-IV-2, EO-IV-6, EO-IV-8 y EO-
IV-12 presentan un efecto bifasico, ya que al aumentar la dosis disminuye el efecto relajante
muscular, este efecto bifasico es similar al producido por el DIAZ.*

Los compuestos que presentan actividad anticonvulsiva son: EO-IV-1 (80 mg/Kg), EO-
IV-2 (80 mg/Kg), EO-IV-8 (80 mg/Kg), EO-IV-11 (40 mg/Kg) y EO-IV-12 (40 mg/Kg), pero
ninguno es mejor anticonvulsivo que el DIAZ. Los compuesto EO-1V-11 y EO-IV-12 presentan
un efecto bifasico, ya que a mayor dosis se presentan como convulsivantes y a una menor
dosis se presentan una actividad anticonvulsiva.

Ahora bien, los compuestos que presentan actividad ansiolitica son: EO-IV-1 (10
mg/Kg), EO-IV-2 (10 y 20 mg/Kg), EO-IV-5 (20 mg/Kg), EO-IV-6 (10 mg/Kg), EO-IV-7 (10
mg/Kg), EO-IV-8 (10 mg/Kg), EO-IV-9 (10mg/Kg), EO-IV-11 (10 y 20mg/Kg) y EO-1V-12 (10
mg/Kg), sefialando que el mejor efecto lo tuvo el compuesto EO-1V-6, aln superando al DIAZ
a una dosis de 1 mg/Kg, lo que lo hace ser un compuesto menos potente frente al
compuestos prototipo de las BZs, pero méas seguro para el paciente.®® "

De los compuestos que se estudiaron podemos decir que resulta un buen compuesto
el anédlogo EO-IV-2, porque presenta efectos ansiolitico, anticonvulsivo y relajante muscular,
incluso a las dosis estudiadas supera los efectos del DIAZ, sin embargo, cdmo se
administraron dosis altas, se puede decir que el DIAZ sigue siendo un compuesto potente.

En cuanto a la estructura de las moléculas estudiadas y a la actividad farmacolégica
gue presentan, podemos mencionar que de la serie OG-IV, el compuesto 11, que es el que

mejor actividad tuvo, presenta una estructura cuyos sustituyentes es el grupo metoxi en
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posiciones para y orto para R y Ri, respectivamente, por o que se puede suponer que este
grupo electrodonador en dichas posiciones mejora la actividad farmacoldgica. En cuanto a la
especificidad de la estructura y el efecto que se presenta, no se puede apreciar en este
estudio, tal parece que un radical sustituyente no es especifico para determinado efecto
farmacoldgico.

En el caso de la serie EO-1V, el compuesto 2 presenta efectos como ansiolitico,
relajante muscular y anticonvulsivo, el cambio que se observa en dicha molécula es la
introduccién de dos radicales metilo en posiciones orto y para en R y R; respectivamente. El
hecho que presente un mejor efecto sobre el resto de los compuestos es probablemente a
gue aumenta la propiedad lipofilica de la molécula; sin embargo esta idea es contradictoria,
ya que los compuestos EO-IV-1, EO-IV-7 y EO-IV-8 también presentan en su estructura
grupos metilos como radicales, no se comportan de la misma manera (que el compuesto EO-
IV-2), por lo que puede que no sea este motivo por el cual se produce un mayor efecto, sino
tal vez una mejor interaccion con los receptores. Independiente a lo anterior y de acuerdo a
los resultados, no se observa que guarde ninguna relacion especifica entre la estructura y la

actividad que presentan los diferentes compuestos.
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IX. Conclusiones

El mejor vehiculo para las pruebas in vivo fue Tween 80 al 5 %, ya que no interfiere en
la actividad del SNC.

Los compuestos OG-IV 9 y 11 producen un menor nimero de muertes de Artemias
salina que le resto de los compuestos.

De la serie OG-1V el analogo dibenzodiazepinico con mejor actividad farmacoldgica es
el 11, porque presenta tanto relajacion muscular como actividad ansiolitica.

De la serie EO-1V el analogo dibenzodiazepinico con mejor actividad farmacoldgica es
el 2, ya que presenta actividad como relajante muscular, ansiolitico y anticonvulsivo.
Ninguno de los animales estudiados, con los 24 compuestos presenté sedacion-
hipnosis.

Los compuestos 11 y 12 de la serie EO-IV presentan un efecto bifasico como
anticonvulsivo.

Los compuestos 2, 6, 8 y 12 de la serie EO-IV presenta un efecto bifasico como
relajante muscular.

Todos los compuestos presentaron al menos un efecto en ratas o ratones, debido a
gue presentan un nucleo diazepinico similar a las BZs que se usan en la clinica.

Se sugiere que el compuesto EO-1V-2 debe someterse a estudios adicionales, ya que

parece ser un buen candidato para uso terapéutico.
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Anexo 1

Tablas de los compuestos
con actividad.

86



Anexo 1

Anexo 1

Tabla. No. 23 Analogos que presentan efecto farmacol6gico como relajante muscular.

Compuesto Dosis Cepa
EO-IV-1 80 mg/Kg Raton
EO-IV-2 40 mg/Kg Raton
EO-IV-2 20 mg/Kg Rata
EO-IV-4 10 mg/Kg Raton
EO-IV-5 80 mg/Kg Raton
EO-IV-5 20 mg/Kg Rata
EO-IV-6 80 mg/Kg Raton
EO-IV-7 40 mg/Kg Ratén
EO-1V-8 10 mg/Kg Rata
EO-1V-8 80 mg/Kg Raton
EO-IV-12 10 mg/Kg Rata
EO-IV-12 40 mg/Kg Raton

Tabla. No. 24 Analogos que presentan efecto farmacol6gico como anticonvulsivo.

Compuesto Dosis
EO-IV-1 80 mg/Kg
EO-IV-2 80 mg/Kg
EO-1V-8 80 mg/Kg
EO-IV-11 40 mg/Kg
EO-IV-12 40 mg/Kg

Tabla. No. 25 Anéalogos que presentan efecto farmacoldgico como ansioliticos.

Compuesto Dosis
EO-IV-1 10 mg/Kg
EO-IV-2 10y 20 mg/Kg
EO-IV-5 20 mg/Kg
EO-IV-6 10 mg/Kg
EO-IV-7 10 mg/Kg
EO-1V-8 10 mg/Kg
EO-IV-9 10 mg/Kg
EO-IV-11 10y 20 mg/Kg
EO-IV-12 10 mg/Kg
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Anexo 2

Certificado de calidad de los
animales.
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