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NO DESISTAS

Cuando vayan mal las cosas como a veces suelen ir;

Cuando ofrezca tu camino sdlo cuestas que subir,

Cuando tengas poco haber, pero mucho que pagar y precise sonreir aun

teniendo que llorar,

Cuando el dolor te agobie y no puedas ya sufrir,

Descansar acaso debes;

Pero nunca desistir.

Lucha pues, por mas que en la brega tengas que sufrir

iCuando todo esta peor, mas debemos insistir!

GRACIAS DIVINA MISERICORDIA!!!
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7. RESUMEN

“"Sintesis y determinacion de la actividad farmacolégica
de nuevos analogos 1,4-Benzodiazepinas como Sedante-
Hipnéticos”

Las Benzodiazepinas (BZP) como el Diazepam (DZP), son farmacos que se
utilizan como ansioliticos, relajantes musculares, preanestésicos y sedantes
hipnéticos, pero presentan efectos adversos severos, como la tolerancia y la
dependencia, estos Uultimos efectos, generan la posibilidad de plantear la
busqueda de “nuevos farmacos”, “tipo BZP”, pero que carezcan de los efectos
adversos de las mismas. En esta tesis se evalla el efecto Sedante - Hipnético
de nuevos derivados o analogos BZP en ratones machos, con la finalidad de
encontrar farmacos que puedan administrarse a menor dosis de la usualmente
recomendada. Este trabajo se llevdo a cabo en 2 etapas, la primera
correspondid a la sintesis de los analogos BZP, la cual se realizé en la Facultad
de Quimica y en el Instituto de Quimica, UNAM. Una vez obtenidos los
compuestos, se les realizd un ensayo de solubilidad a cada uno de ellos,
utilizando diferentes disolventes. Posteriormente, cada uno de los nuevos
derivados de BZP’s, se sometieron a la prueba de toxicidad la cual fue
evaluada por el método de Artemia Salina. En la segunda etapa, se realizé un
estudio piloto para encontrar las dosis a las cuales se obtendrian el efecto
sedante - hipnotico.

Posteriormente, con las dosis seleccionadas se realizd una curva dosis
respuesta cuantal; determindndose la dosis efectiva 50 (DEsg) y toxica 50
(DTsp). Con estos nuevos derivados se espera obtener sustancias con potencial
farmacoldgico con un grado de seguridad que permita desplazar a farmacos
“antiglios” utilizados para el tratamiento del insomnio y la ansiedad. Las
probabilidades terapéuticas de los analogos de BZP sintetizados estan
relacionadas con las acciones farmacoldgicas, mecanismo de acciéon vy

farmacocinética de las BZP ya patentadas.
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8. INTRODUCCION

Las Benzodiazepinas (BZP) de nombre  sistematico 5-fenil-1H-
benzo[e][1,4]diazepin-2(3H)-ona (Figura 1), son medicamentos psicotrépicos
gue actuan sobre el SNC , con caracteristicas farmacoldgicas en comun, son
sedantes e hipndticos, ansioliticos, anticonvulsivos, amnésicos y relajantes
musculares (McKernan RM; Dawson GR, Jun 2000), el término Benzodiazepina
se refiere a la porcion en la estructura quimica de estos farmacos compuesto
por el anillo de benceno unido a otro anillo de siete miembros heterociclicos

lamado diazepina.

Figura 1. Benzodiazepina. Nombre sistematico: 5-fenil-1H-benzo[e]
[1,4] diazepin-2(3H)-ona. (Petrucci R. S., 2002).

Las BZP’s son utiles en la medicacidén preanestésica y con dosis mayores son
utilizadas como inductores de la anestesia general y para el mantenimiento de
la misma. Estos farmacos pueden también producir efecto orexigeno, disartria
y ataxia con dosis altas. Su uso crénico e indiscriminado puede producir
dependencia psiquica y fisica y ante la supresién brusca pueden desencadenar
un sindrome de abstinencia con efectos contrarios a los que producian o efecto
“rebote”. (Quesada P., 2008).
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Posiblemente por sus propiedades ansioliticas, las BZP son en la actualidad los
farmacos mas ampliamente prescritos en el mundo y su utilizacién
indiscriminada e irracional ha producido millones de usuarios cronicos.

Debido a la importancia que tienen este tipo de farmacos a nivel clinico, resulta
de gran interés el desarrollo de nuevos derivados benzodiazepinicos (figura 2 y
anexo), analizados en esta tesis, con actividad farmacoldgica, que puedan
usarse de forma efectiva como Sedantes - Hipndticos y que ademas, presenten

el menor numero de efectos secundarios.

RIL R2 R R7 Clave
H =0 O-Cl _ Cl IE-II1-(1)
CH; =0 H . Cl  IE-IV-H (DIAZEPAM)
CH; =0 O-F e IE-IV-5
CH; =0 P-F e IE-IV-7
Et- =0 P-F e 1E-IV-8

Figura 2. Clave de Benzodiazepinas sintetizadas.
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Un farmaco hipnoético produce somnolencia y facilita la iniciacién y el
mantenimiento de una fase de suefio, que se asemeja al suefio natural en sus
caracteristicas electroencefalograficas y del que es facil despertar al paciente.
Un sedante es una sustancia quimica que deprime el sistema nervioso central
(SNC), resultando en efectos potenciadores o contradictorios entre: calma,
relajacién, reduccién de la ansiedad, adormecimiento, reduccion de la
respiracion, habla trabada, euforia, disminucién del juicio critico, y retardo de
ciertos reflejos. Por tal motivo, en este trabajo se realiza un estudio de
cernimiento farmacoldgico para evaluar el efecto Sedante - Hipndtico de una

sintesis nueva de analogos de BZD.

9. GENERALIDADES

9.1 BENZODIAZEPINAS (BZP)
9.1.1 Historia

Desde la antigliedad, se han usado pociones para inducir la Sedacion, Hipnosis
y /o suefio, sin embargo, eran demasiado imprevisibles para perdurar en la
medicina moderna. El primer agente especificamente introducido como
sedante - hipndtico fue el bromuro. A mediados de la década de los 50 's se
empezaron a estudiar métodos para evaluar el comportamiento de farmacos
con efectos tranquilizantes.

La primera BZD fue el Clordiazepoxido (Figura 3), descubierta en 1949 por el
cientifico Leo Sternbach (1908-2005), sintetizada en 1955, inicialmente el
compuesto fue dejado de lado porque se creyd que era inerte, dos afios mas
tarde se descubrieron en forma inesperada sus efectos sedantes vy
miorelajantes, posteriormente, el uso a dosis relativamente pequefias de
Clordiazepdxido en animales demostraron que el compuesto era un efectivo
hipndtico, ansiolitico y relajante muscular, a partir de entonces se promovié su

evaluacion clinica en el hombre para el alivio de la ansiedad.
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Después del lanzamiento del Clordiazepdxido, se comercializd el Diazepam con
el nombre de Valium (Bulach R.; Russnak M., 2004) y de ahi en adelante se
descubrieron varios grupos de dichas sustancias, algunas de las cuales se han

ido descontinuando y han quedado otras entre nuevas y antiguas. (Goodman,

2009).
I Nﬁj
— N+

Cl .
o
Figura 3. Estructura del Clordiazep6xido. Nombre sistematico 7-cloro-5-

fenil-2-metil-amino-4-6xido-3H-1,4-benzodiazepina. (Petrucci, R. S.,
2002).

La mayoria de las BZP poseen propiedades Sedante - Hipndticas en grado
variable, estas propiedades se han explotado en la clinica médica, en especial

para inducir el suefo.

9.1.2 Clasificacion de las Benzodiazepinas

En forma practica las Benzodiazepinas se dividen en dos grandes grupos segun

Su uso.

a) Grupo hipnotico o inductor del suefio

b) Grupo ansiolitico o tranquilizante
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Por otra parte en cuanto a la clasificacion por vida media de eliminacién las

Benzodiazepinas se dividen en cuatro grupos:

1.

De duracién ultra-corta, con un tiempo de vida media menor de 6 horas,
los cuales se prefieren por su eliminaciéon mas rapida y por tanto menos
persistente de efectos secundarios, asi mismo el tiempo de iniciacion de
su accidén es mas rapida y se prefieren por tal razon como inductores del
sueno. Ejemplo son el Triazolam, el Midazolam y el Brotizolam. (Leodn,
C., 1999).

Duracién corta, semivida menor de 12 horas con pocos efectos residuales
al tomarse antes de acostarse en la noche, aunque su uso regular puede
conducir a insomnio de rebote y ansiedad al despertar (Quesada, P.,
junio 2008), entre estas estan el Lorazepam, Bromazepam vy el
Alprazolam.

Compuestos intermedios, tienen un tiempo de vida media entre 12 y 24
horas, pueden tener efectos residuales durante la primera mitad del dia y
el insomnio de rebote mas frecuente al descontinuar su uso. Con
sintomas de abstinencia durante el dia. Un ejemplo son el Clonazepam,
Flunitrazepam, Nitrazepam. (Ledn, C., 1999).

Compuestos de larga duracion, donde el tiempo de vida media es mayor
de 24 horas. (South African Medical revista, 1990). El fuerte efecto de
sedacién casi siempre perdura durante el dia siguiente si se usan con el
fin de tratar el insomnio; sus efectos secundarios como somnolencia,
ataxia, hipotension, trastornos gastrointestinales y vértigo duran mas
tiempo debido a su tiempo de eliminacién, en este ultimo estan el

Clobazam, Diazepam vy el Flurazepam. (Leon, C., 1999).
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9.2 Farmacocinética de las Benzodiazepinas

La dosis administrada, el funcionalismo hepatico, la edad del paciente,
administracidon en dosis Unica o en dosis multiple del farmaco, la liposolubilidad
del farmaco y las interacciones farmacoldgicas son factores que influyen en la
variabilidad inter e intraindividual. (Sociedad Iberoamericana de Informacion
Cientifica. SIIC, 2002).

Todas las BZP se unen a la albumina plasmatica humana, se metabolizan por
sistemas enzimaticos microsomales del higado produciendo metabolitos
activos, mismos que se eliminan principalmente por orina, en forma de
glucurédnido, sin actividad farmacoldgica.

El metabolismo de las BZP es hepatico y puede ser en dos fases: la fase I que
es una reaccion de oxidacién microsomal, donde se modifica o remueve el
sustituyente que por lo general se encuentra en la posicién 1 o 2 del anillo de
diazepina dando lugar a una hidroxilacién o N-desalquilacién en la posicion 3
por parte del sistema enzimatico citocromo P-450 (CYP 450); durante esta
primera fase se producen una serie de metabolitos farmacoldégicamente activos.
La fase II, consiste en una conjugacidon de grupos hidroxilos y aminos por
glucuronil transferasas para formar compuestos inactivos que son excretados
por la orina. (Goodman, 2009).

Por ejemplo el desmetildiazepam que tiene una vida media de 40 horas, es un
metabolito activo de: Clordiazepdxido, Diazepam y Prazepam.

Las Benzodiazepinas que se utilizan para inducir hipnosis tienen las
caracteristicas mencionadas en el cuadro 1. (Cuadro 1).

Por otra parte las triazolobenzodiazepinas (Alprazolam y Triazolam) sufren alfa

hidroxilacién y estos compuestos rapidamente se conjugan para formar

glucuronidos inactivos de tal forma que sus efectos farmacoldgicos son cortos.

18



Metabolismo de BZP

Relaciones metabolicas nrincinales entre alaunas benzodiazeninas.

Compuestor . . Fr T
N-desalquiiados 7 e s
| Clordimgepéxide @) |
m%ﬁl] * Durpcrxepar (L} Temazepam () |———s —
1
3 i
Drizzepam (1) :
1
Clorazepaio (5) :r
-  Nordazzam () ————> —
Prazepan (5)
—
Haiazepam {3} |

. N-Hidroxietil N-desalquilfi- , 3Hidrosi-
| Flurazepam (5) | —— flurazepam (5) razépam (L) derivado (1)

FAomArD=2d0DCnoCD

[Triazotam (S]]~ o %) -

L 2

Alfabidroxi:
| Atpragoiam Bt | —— e (s)

L 3

- Alfzhidroxs
[Midazaiam S5t | —— igpzaien ¢5) —

Cuadro 1. Metabolismo de algunas BZP. En las reacciones de la Fase I se
obtienen metabolitos activos (*), lo que aumenta su tiempo de vida media,
sin embargo, otras no tienen actividad (**) y al metabolizarse se vuelven
activas.

Los farmacos mas liposolubles administrados en dosis Unica tienen menor
duracién de accién debido a la redistribuciéon que presenta el farmaco, mientras
que la administracion de dosis multiples aumenta la duracién de accién debido
a que el farmaco y sus metabolitos activos se acumulan en el tejido adiposo;
no obstante, esto no se refleja en el efecto terapéutico. (Bailey IG., Ward M.,
1994).
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9.3 Farmacodinamia de las Benzodiazepinas

Las BZP ejercen su accién al actuar sobre receptores especificos localizados a
nivel del SNC, actuando en particular, sobre el sistema limbico. Los receptores
benzodiazepinicos forman parte del complejo macromolecular del receptor del
acido gamma-aminobutirico (CMRGB).

Todas las BZP actian aumentando la accidon de una sustancia quimica natural
del cerebro, el GABA (acido gamma-aminobutirico), que es un neurotransmisor,
es decir, un agente que transmite mensajes desde una célula cerebral
(neurona) hacia otra. El GABA transmite un mensaje de inhibicién: comunica a
las neuronas con las que se pone en contacto que disminuyan la velocidad o
que dejen de transmitir, esto significa que el GABA tiene un efecto general
tranquilizante en el cerebro: de cierta forma, es el hipnético y tranquilizante
natural con que cuenta el organismo. Las BZP aumentan esta accion inhibidora
mediada por el GABA, ejerciendo de esta forma una accién adicional de
inhibicidn en las neuronas. Cuando el GABA es liberado, busca un receptor de
tipo A, se abren los canales del i6n cloruro (CL"), penetra dicho i6n en la
neurona y se produce hiperpolarizacién e inhibicién neuronal, el i6n CI” esta en
mayor concentracién en el liquido extracelular [(103 (mEg/L)] que en el
intracelular (4 mEg/L), (Figura 4). El GABA se sintetiza en la terminacién
axonal y se almacena al igual que otros neurotransmisores en vesiculas
sinapticas.

Los receptores de las BZP se distribuyen por todo el cerebro y la médula
espinal; también se encuentran en las glandulas adrenales, rifiones, glandula

pineal y plaquetas. (Goodman, 2009).
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Figura 4. Diagrama del mecanismo de accién del neurotransmisor GABA (acido

gamma-aminobutirico) y de las BZP en las células del sistema nervioso

(neuronas) en el cerebro.

En la figura 5 se presenta un modelo hipotético del receptor GABAérgico y su

relacion con los canales de idn cloruro.
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Figura 5. Complejo macromolecular de la proteina heteroologomérica
gue conforma al receptor GABAérgico, asi como la unién a las BZP y
como rodean al canal del idn cloruro con el cual estan intimamente
relacionados. (Ashton H., 1987).

El GABA se sintetiza utilizando una via alternativa del ciclo del acido citrico o de
Krebs, ver Figura 6. (Conocido también como ciclo de los acidos tricarboxilicos
o ciclo del acido citrico). (Miller S. L, Smith D., 1990).

Las reacciones enzimaticas unidas van produciendo acido oxalacético y

alfacetoglutarico, que por transaminacion produce acido glutamico que sale del

ciclo por via colateral alternativa.
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Figura 6. El ciclo de Krebs. Ciclo de conjuncién de las rutas metabdlicas
responsables de la degradacion y desasimilacidon de los carbohidratos, las
grasas y las proteinas en anhidrido carbonico y agua, con la formacién de

energia quimica. (Pereira, P; Insignares J., 1999).

por accibn de la enzima &cido glutdmico

Extramitocondrialmente,
descarboxilasa (GAD), el acido glutamico se transforma en acido gamma amino

butirico(GABA) con liberacion de diéxido de carbono (CO,), ver Figura 7.
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Por otro lado el ciclo de Krebs continla en la mitocondria formandose acido

succinico, acetil coenzima A (Acetil CoA), oxalacético, etc.

0
Il Il GAD I
HO-C-CH,—CH,~CH-C-OH HO-C-CH,—CH,~CH,—N
NH, y
COy
Glutamato GABA

Figura 7. Sintesis del GABA a partir del glutamato. (Gédmez N.; Nieto
Sampedro, M., 2008).

El GABA recapturado por las terminaciones nerviosas puede ser reutilizado
incorporandose a las vesiculas sindpticas o metabolizado.

El GABA es sustrato de la enzima GABA transaminasa (GABA-T) que por
transaminacion lo transforma en acido succinico semialdehido (SSA), éste sufre
oxidacion por medio de la enzima succinil semialdehido deshidrogenasa (SSDH)
y se transforma en acido succinico.

El acido succinico en la mitocondria reingresa al ciclo de Krebs, contribuyendo
en la sintesis de un nuevo neurotransmisor. (Malchow R.P; Qian H.H; Ripps,
1996).
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9.4 Receptor GABA - BZP

El receptor GABA es una glucoproteina heterooligomérica, un neurotransmisor
de 200 a 400 kDa con accién inhibidora, esta proteina estd constituida por 4
subunidades distintas denominadas alfa (a), beta (B), gamma (y) 6 delta (3) y
cada uno de estos mondmeros posee a su vez tres subunidades:

Subunidad 1: Un sitio receptor especifico para el GABA.

Subunidad 2: Un sitio receptor o aceptor para BZP.

Subunidad 3: Un iondforo del ion cloruro (CI).
La union de estas 4 subunidades forma canales al ién cloruro (CI"), sus
receptores forman parte de un sistema bidireccional inhibitorio conectado entre
diversas areas del SNC.
El GABA en el espacio intersinaptico interacciona con sus receptores
especificos, de este se han identificado por lo menos dos receptores con
propiedades diferentes: el Receptor GABA-A y el Receptor GABA-B.
El receptor GABA-A tiene una amplia distribucion y es el que posee un sitio
aceptor para BZP, es postsinaptico y de membrana y predomina a nivel

cerebral supraespinal. (Figura 8). (Valsecia, M.; Malgor, L., 1999).

Receptor GABAA
Clk LEC 103 mEqg

Figura 8. Receptor GABA-A. Molécula formada por mondmeros y cada uno de
estos posee: Un sitio receptor especifico para el GABA, Un sitio receptor o
aceptor para BZ y Un iondforo de cloro (canal idnico). (Valsecia M.; Malgor L,
1999).
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Las subunidades del receptor GABAA estan conformadas por 6 alfa, 3 Beta, 3
gamma y 2 delta, y para que haya efecto de las BDZ tiene el receptor GABAa
estar por lo menos constituido por una alfa, una beta y una gamma. (Figura
9). (Ashton, H. 1987).

SIMNAPSIS EaBA
Ca™ -

[=N =] l_ e,
Slutamato %— A Es e -

ol
ST

L D

I*-:IH2

1
HOOC*CHzf CHszH -COOOH

=N =TS

Receptor G.ﬂu.EI.ﬁu.h

Figura 9. En la glia la glucosa mitocondrial origina el ciclo de Krebs, dando
origen a la glutamina-glutamato-GABA. El GABA actua sobre los receptores
postsinapticos de alta afinidad al sodio y los receptores de baja afinidad,
abriendo los canales del ién cloro e hiperpolarizando la membrana se logra

inhibir la estimulacién postsinaptica. (Barr, M.; Kiernam J., 1994).

Algunas BZP tienen un efecto ansiolitico mayor que hipndtico o a la inversa,
debido a que poseen una mayor afinidad por un determinado subtipo de

receptor de BZP.
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Los receptores de las BZP fueron inicialmente descritos como centrales y
periféricos, pero posteriormente se han denominado como omega; (ol),

omega; (02) y omegas (o3).

Cada uno de estos subtipos se encuentra en determinadas areas del SNC,
siendo cada subtipo particularmente mas frecuente en un area que en otra. Los
subtipos omega, a su vez estdn formados por seis subunidades diferentes

(alfay, alfay, alfas, alfas, beta,, gamma,).

La combinacion de cada una de estas subunidades determina cada subtipo
omega. Algunas de las BZP se unen de forma preferente a determinados
subtipos omega, por ejemplo; el Zolpidem se une al omegai; el Flunitrazepan,
Flumazenil (antagonista de las benzodizepina), Diazepan y otras
benzodiazepinas tienden a actuar sobre los subtipos omega; y omega, (Lader
M., 1987).

1. Receptor BZP 1 u wl: este receptor al ser activado produce
predominantemente efectos hipnéticos y miorrelajantes. Su distribucion
es mas amplia en la sustancia reticular, corteza e hipocampo.
Posiblemente la activacién y sobre ocupaciéon de BZP 1 de hipocampo sea
responsable de los efectos amnésicos de las BZP. En el caso del
Quazepam; esta BZP, es un agonista selectivo de los receptores BZP 1 y
se utiliza como hipnético.

2. Receptor BZP 2 u »2: es un receptor que al ser activado produce un
efecto ansiolitico predominante. Tiene una amplia distribucion aunque
predomina en sistema limbico y cerebelo. AUn no hay agonistas
selectivos de BZP 2. Por otro lado, se han desarrollado algunos agonistas
parciales del receptor de BZP, siendo una de las mas estudiadas el
Bretazenil. Se ha sugerido que las neuronas que median las respuestas

ansioliticas y anticonvulsivantes poseen una mayor densidad de
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receptores con respecto a otras neuronas que median los efectos
indeseables como sedacién, tolerancia y adiccion. Estos hallazgos
generan interesantes expectativas sobre potenciales usos terapéuticos.
(Dennis T., Dubois A., Benavides J., Scatton B., 1988).
El GABA se encuentra en todo el cerebro, pero su mayor concentracién esta en
el cerebelo. Posiblemente todas las neuronas inhibitorias cerebelosas
transmitan con GABA, ellas son las Purkinje, las células en canasta, las

estrelladas y las de Golgi.

9.5 Diazepam (DZP)

Figura 10. A) Estructura quimica del Diazepam: 7-Cloro-1,3-dihidro-5-fenil-
2H-1-metill-1,4-benzodiazepin-2-ona. B) Estructura tridimensional del

Diazepam (B. Bandelow, S. Bleich y S. Kropp, 2004).

EL DZP cuya féormula Molecular es CigH13CIN,O, tiene un peso molecular de
284.74, sus nombres comerciales son Valium"®, Vazepam™®, Zetran"®.

Tiene como indicaciones terapéuticas la preanestesia, sedacidon, hipnosis,
tranquilizante, ansiolitico, anticonvulsivo y relajante muscular.

La DLso en ratas en dosis oral es de 750 mg/Kg.
(http://www.infodoctor.org/vademecum/index.php/Diazepam).

El Diazepam (DZP) es una BZP de duracidn prolongada que actia

principalmente sobre el Sistema Nervioso Central (SNC), produciendo diversos
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grados de depresidn, desde sedacion hasta hipnosis y estupor dependiendo de
la dosis.

El DZP es redistribuido en forma especialmente rapida, con un tiempo de vida
media de 1 hora y su principal metabolito del es el N-desmetildiazepam, es
menos activo que el compuesto original y puede comportarse como un agonista
parcial. El DZP y el N-desmetildiazepam son hidroxilados lentamente dando
otros metabolitos activos, como el Oxazepam. El tiempo de vida media del
DZP en el plasma es en promedio de 1 a 2 dias, mientras que la del derivado
N-desmetilado es de 60 hrs.

El DZP deprime la actividad del SNC en los niveles limbicos y subcortical del
cerebro y tiene como efectos adversos la insuficiencia respiratoria, paro
cardiaco, urticaria, nauseas, vomito, excitacion, alucinaciones, leucopenia,
dafio hepatico, flebitis, trombosis venosa, dependencia.

El DZP se presenta en tabletas de 2, 5 y 10 mg, en capsulas de 15 mg de
liberacidn prolongada para administracidon oral y para administracion inyectable
de 5 a 10 mg. (Harrison, 2009).

10. RELACION ESTRUCTURA - ACTIVIDAD

Como se menciond anteriormente, las BZP son bases organicas que
quimicamente estan constituidas por un sistema anular heterociclico formado
por la unién de un anillo bencénico (A) y un anillo (B) que contiene dos atomos
de nitrégeno, este es el anillo diazepinico, las BZP importantes contienen un
sustituyente 5 fenilo en el anillo C, (5-fenil-1,4 Benzodiazepinas).

Todas comparten una estructura compuesta por un anillo de benceno con seis
elementos, el cual esta unido a un anillo de diazepina con siete elementos.
Cada BZP especifica se formara por la sustitucién de diversos radicales, en
diferentes posiciones de la estructura anteriormente comentada. (Valsecia, M.,
Malgor, L., 1999).
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Figura 1. Estructura quimica de las benzodiazepinas.

Figura 11. Estructura general de las Benzodiazepinas (donde R representa el

numero de radicales que puede tener una benzodiazepina).

Las BZP importantes que deprimen al SNC contienen un sustituyente 5-aril. En
la posicidn 7, los grupos de retiro de electrones aumentan los grupos de
liberacion de electrones y los grupos grandes suprimen la actividad. Los
sustituyentes en otras partes del anillo aromatico tienen un efecto negativo. La
naturaleza quimica de los sustituyentes de otras partes de este anillo aromatico
tiene un efecto negativo.

La naturaleza quimica de los sustituyentes en las posiciones 1 a 3 es muy
variable. Una baja densidad electrénica en el nitrégeno 4 es comuln entre
todas las BZP utiles o promisorias. Un sustituyente 2 (u orto) en 5 fenil no es
esencial, pero los grupos de retiro de electrones aumentan la potencia, los
sustituyentes en otras partes de este anillo decrecen la actividad. (Greenblatt
D.J.; Divol M., 1983).
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11. JUSTIFICACION

Las BZP’s han establecido una nueva terapéutica farmacoldgica en el
tratamiento de la ansiedad, insomnio, agitacién, espasticidad y convulsiones,
ademas, de presentar un amplio margen terapéutico y no producir insuficiencia
respiratoria fatal o colapso cardiovascular, siempre que no se asocien a otros
depresores del sistema nervioso central (SNC).

El perfil farmacoldgico que presentan todas las BZP s es similar, sin embargo,
los farmacos difieren en su selectividad respecto a los receptores y por ello su
uso clinico puede variar por lo que la eleccién de la BZP se hace en funcion de
su perfil farmacocinético y de la clinica del paciente.

El objetivo del presente trabajo es encontrar nuevos derivados BZP's con

posible potencial farmacoldgico.

12. OBJETIVOS

12.1 OBJETIVO GENERAL

X/

% Determinar el efecto Sedante - Hipndtico de nuevos andalogos de

Benzodiazepinas en ratones machos.
12.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

% Realizar pruebas de solubilidad para cada uno de los compuestos
utilizados

% Determinar la DLsp de cada uno de los compuestos por medio de la

prueba de Artemia Salina

< Determinar la DEss, DTso y DLsg para cada uno de los anadlogos de

Benzodiazepina.
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13. HIPOTESIS

Considerando que las Benzodiazepinas presentan una actividad Sedante -

Hipnotica, se espera que los compuestos a evaluar

(derivados

de

Benzodiazepinas), presenten una actividad farmacolégica mayor o similar que
el DZP.

14. MATERIAL Y METODO

14.1 Material

X/
o

*

Material para la prueba de Artemia Salina
Huevecillos del crustaceo Artemia Salina
Papel aluminio

Pecera

Lampara

Sales

Propipetas

Frascos viales

Material para las pruebas de Sedacion - Hipnosis
Frascos viales

Jeringas de 22 * 32 mm

Espatula

Matraces aforados

Balanza

Cajas de acrilico con rejilla

14.2 Reactivos

X/
L X4

Reactivos quimicos
Tween 80 al 25% (Laboratorio Merck) Lot. B221371000
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- Agua destilada

- Diazepam ampolleta inyectable (Valium 10mg/2ml, Lab. Roche;
Lot.RJ0023).

- Compuestos derivados de Benzodiazepinas (Sintetizados en el Instituto
de Quimica, del laboratorio de Quimica Heterociclica).

% Reactivos bioldgicos:

- Ratones machos de 20 - 30 g (Cepa CFW. Harlan México, S.A de C.V.)

14.3 METODO

Para evaluar si los compuestos proporcionados presentan efecto Sedante -
Hipndtico, es necesario primero solubilizarlos, para lo cual se sugirieron
vehiculos en base al tipo de estructura del compuesto en estudio, para
determinar cudal de ellos solubiliza mejor el compuesto y lograr una mejor
administracion. Los vehiculos propuestos son: agua, metilcelulosa,
propilenglicol y tween 80 al 0.5%. Las pruebas de solubilidad se realizaron a
micro escala de la siguiente forma:

- Se toma 1 mg del analogo de BZP y se coloca en una placa con
oradaciones, se agrega una gota del vehiculo y se agita con la espatula,
observando si el compuesto solubiliza.

- Una vez elegido el vehiculo se procede a realizar la prueba de Artemia
Salina a cada uno de los compuestos.

- los experimentos para determinar el efecto Sedante - Hipnético en las
nuevas sintesis de analogos de BZP:

1. Los ratones se pesan y marcan por el método binario, colocandolos en cajas
de acrilico transparente con aserrin.

2. Se forman grupos aleatorios de ratones con una n = 5 para cada dosis.

3. Se administra el compuesto a probar por via intraperitoneal.

4. Se observa el comportamiento de los ratones, buscando una respuesta del

tipo todo o nada.
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5. Se evaluan los criterios para establecer el efecto sedante:
a. Movimientos desordenados
b. Disminucién de la actividad motora (movimientos cada vez mas
torpes y se hace dificil caminar)
Moderada excitacion
. Se observa calma, relajacion
Reduccion de la ansiedad

Adormecimiento

Q@ ™ o a o

. Reduccién de la respiracién

h. Retardo de ciertos reflejos
6. Se evallan los criterios para establecer el efecto hipnético:

a. Somnolencia

b. Pérdida del reflejo de enderezamiento

c. Facilidad del inicio y el mantenimiento de un estado de suefio
parecido al normal.

d. Recuperacion
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Diagrama 1. Prueba de Solubilidad
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Diagrama 2. Prueba de Artemia Salina
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g de sal marina en un L
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temperatura ambiente e
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Completar hasta 5.0 mL con
la misma solucién salina en Blanco: 10 larvas en un Incubar los tubos a la luz de
la que estaban las larvas, se vial en 5.0 mL con una bombilla durante 24

preparara un blanco por solucidn salina. hrs.
dilucién de andlogo.

Dejar los viales en las Con los datos obtenidos se
mismas condiciones. Contar determina la DL50 con el
las larvas muertas 48 h 95% de confianza utilizando
post-incubacion. el método Probit.




Diagrama 3. Determinacién del efecto Sedante - Hipnético
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15. RESULTADOS

15.1 SELECCION DEL VEHICULO ADECUADO PARA LA ADMINISTRACION DEL
COMPUESTO.
Resultados de solubilidad en diferentes solventes para cada uno de los

compuestos evaluados. (Tabla 6).

Tabla 1. Solubilidad de los analogos benzodiazepinicos en cada uno de los

vehiculos.

DISOLVENTE IE-III-(1) IE-IV-H IE-IV-7 [IE-IV-8 IE-IV-5 DIAZEPAM

Agua - - - - - )
Metilcelulosa - - - - - -
Propilenglicol - - - - - -

Tween 80 (25%) ++++ ++++ ++++  ++++ 4 ++4++
Tween 80 (100%) +++4+ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++

-NO SOLUBLE +POCO SOLUBLE ++SOLUBLE +++MUY SOLUBLE |PRECIPITA

15.2 PRUEBA DE TOXICIDAD PARA DETERMINAR LA CLs, DE CADA ANALOGO
DE BENZODIAZEPINAS.

Los compuestos analizados previamente fueron sometidos a una prueba de
toxicidad (Artemia Salina) con la finalidad de conocer la Concentracion Letal al
50 % (CLsp) de cada compuesto para saber que dosis utilizar al evaluarlos y
conocer el efecto Sedante — Hipnético.

Tabla 2. Numero de Artemias Acumuladas para determinar la ClLsy del

compuesto IE-III-(1).

[ 1] Log Artemias  Artemias Acumuladas Acumuladas Proporcién Mortalidad u.p
(ppm) [ 1] Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas %
1000 3 30 0 80 0 1.000 100.0 8.09
100 2 26 4 50 4 0.926 92.6 6.45

10 1 24 6 24 10 0.706 70.6 5.71
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Grafica 3. Determinacién de la ClLsp por el método de Probits para el
compuesto IE-III-(1).

Tabla 3. Numero de Artemias Acumuladas para determinar la CLsy del

compuesto IE-IV-H.

[ ] Log Artemias  Artemias  Acumuladas Acumuladas Proporcién Mortalidad u.p
(ppm) [] Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas %
1000 3 30 0 81 0 1.000 100.0 8.090
100 2 27 3 51 3 0.944 94.4 6.589

10 1 24 6 24 9 0.727 72.7 5.583
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Grafica 6. Determinacion de la ClLsg por el método de Probits para el

compuesto IE-IV-H.

Tabla 4. Numero de Artemias Acumuladas para determinar la CLso del
compuesto IE-IV-7.

[ 1] Log Artemias  Artemias Acumuladas Acumuladas Proporcién  Mortalidad

(ppm) [ ] Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas %

1000 3 29 73 1 0.986 98.6

100 2 24 6 44 7 0.862 86.3

10 1 20 10 20 17 0.541 54.1
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Grafica 9. Determinacién de la ClLsp por el método de Probits para el

compuesto IE-IV-7.

Tabla 5. Numero de Artemias Acumuladas para determinar la CLsy del
compuesto IE-IV-8.

[ ] Log Artemias  Artemias Acumuladas  Acumuladas Proporcion Mortalidad U.P
(ppm) [ 1] Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas %

100 3 30 0 88 0 1.000 100.0 8.090

100 2 30 0 58 0 1.000 100.0 8.090

10 1 28 2 28 2 0.933 93.3 6.498
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Grafica 12. Determinacion de la ClLso por el método Probits para el compuesto

IE-IV-8.

Tabla 6. Numero de Artemias Acumuladas para determinar la CLso del

compuesto IE-IV-5.

[ 1] Log Artemias  Artemias Acumuladas Acumuladas  Proporcion Mortalidad u.p
(ppm) [ 1] Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas %
1000 3 29 79 1 0.988 98.8 7.257
100 2 28 50 3 0.943 94.3 6.580
10 1 22 22 11 0.667 66.7 5.413
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Grafica 15. Determinacion de la CLsg por el método Probits para el compuesto

IE-IV-5.

15.3 CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL DE DIAZEPAN

Tabla 7. Determinacién de Sedacion e Hipnosis para Control + (Diazepan
comercial)

Dosis Log Sedacion % UP Hipnosis % UpP Muerte % upP

mo/ka) posis ralt\loc;{es Efecto > ralt\lo%es Efecto " ralt\loon.es Efecto RH

c/efecto (LS) c/efecto (LH) c/efecto (LH)

1 0 1/6 12.50 3.874 0/6 4.16 3.249 0/6 4.16 3.249
2 0.3010 2/6 29.17 4.447 0/6 4.16 3.249 0/6 4.16 3.249
4 0.6021 4/6 62.50 5.332 0/6 4.16 3.249 0/6 4.16 3.249
8 0.9031 6/6 95.83 6.728 0/6 4.16 3.249 0/6 4.16 3.249
10 1 6/6 95.83 6.728 1/6 12.50 3.874 0/6 4.16 3.249
30 1.4771 6/6 95.83 6.728 5/6 79.17 5.806 1/6 12.50 3.874
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Efecto Sedacion-Hipnosis para Diazepan Comercial

8.0
o 7.0 oot
= /‘ I =—9—"Sedacién
~ 6.0
] / / == Hipnosis
'3 5.0 ;
[<] ]
a 4.0 :
0 3.0 e
© i
s 2.0 i

I 0 1 : : : - 1 : : : : 1 : : : : 1
0.4 0.1 0.6 1.1 1.6
Log Dosis

Grafica 16. Efecto de Sedacién e Hipnosis observado para el Diazepam

Comercial en unidades Probits.

Cada uno de los nuevos derivados BZP se compararon con el DZP por ser un
Sedante - Hipnodtico que presenta el menor niumero de contraindicaciones y
efectos secundarios a una DEsy menor a la de otros Sedantes - Hipnoticos.

Por lo anterior se considera al DZP como el control positivo (Ctrl +) y se realiza

una curva Dosis Respuesta Cuantal del mismo.
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15.4 CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL PARA LOS ANALOGOS DE
BENZODIAZEPINAS (DETERMINACION DE LA DEsy, DTss Y DLso PARA
CADA COMPUESTO)

Tabla 8. Valores obtenidos para el compuesto IE-III-(1)

No.
No. % % No. %
Dosis Log ratones UP UP UP
(ma/Kg)  Dosi ratones Efecto y Efecto ratones Efecto s) (H) (RH)
m osis C
979 c/efecto (LS) (LH) c/efecto (LRH)
efecto
0.3010 4/4 93.75 0/4 6.25 0/4 6.25 6.530 3.445 3.445
0.8450 4/4 93.75 0/4 6.25 0/4 6.25 6.530 3.445 3.445
10 1.0 4/4 93.75 4/4 93.75 4/4 93.75 6.530 6.530 6.530
15 1.1761 4/4 93.75 4/4 93.75 4/4 93.75 6.530 6.530 6.530

Grafica de Sedacion-Hipnosis para IE-III-(1)
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Grafica 17. Efecto de Sedacion e Hipnosis observado para el compuesto IE-III-

(1).

50



Tabla 9. Valores obtenidos para el compuesto IE-IV-H

No. No. No.
% % %
Dosis Log ratones ratones ratones UpP UP UP
(ma/Kg) Dosi y Efecto y Efecto y Efecto s) (H) (RH)
m osis C C C
979 (LS) (LH) (LRH)

efecto efecto efecto
1 0 4/6 62.50 0/6 4.16 0/6 4.16 5.332 3.249 3.249
2 0.3010 6/6 95.83 0/6 4.16 0/6 4.16 6.728 3.249 3.249
5 0.6989 6/6 95.83 6/6 95.83 0/6 4.16 6.728 6.728 3.249
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Grafica 18. Efecto de Sedacién e Hipnosis observado para el compuesto
IE-IV-H.

Tabla 10. Valores obtenidos para el compuesto IE-IV-7

No. No. No.
% % %
Dosis Log ratones ratones ratones UP UP UP
(ma/Kg) Dosi y Efecto y Efecto y Efecto s) (H) (RH)
m osis C C C
9/rs (LS) (LH) (LRH)
efecto efecto efecto
0.4771 4/4 93.75 0/4 6.25 0/4 6.25 6.530 3.445 3.445
0.7781 4/4 93.75 0/4 6.25 0/4 6.25 6.530 3.445 3.445
12 1.0791 4/4 93.75 0/4 6.25 0/4 6.25 6.530 3.445 3.445

24 1.3802 6/6 95.83 0/6 4.16 0/6 4.16 6728 3249 3249
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Grafica 19. Efecto de Sedacién e Hipnosis observado para el compuesto IE-IV-7

Tabla 11. Valores obtenidos para el compuesto IE-IV-8

No. No.
% No. % %

Dosis Log ratones ratones UP UP UP
(mg/Kg) Dosi y Efecto ratones Efecto y Efecto s) (H) (RH)
m osis C C
973 (LS) c/efecto (LH) (LRH)

efecto efecto
10 1.0 1/1 75 0/1 25 0/1 25 5.674 4.326 4.326
12 1.079 1/1 75 0/1 25 0/1 25 5.674 4.326 4.326
14 1.1461 1/1 75 0/1 25 0/1 25 5.674 4.326 4.326
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Grafica 20. Efecto de Sedacién e Hipnosis observado para el compuesto IE-IV-8

Tabla 12. Valores obtenidos para el compuesto IE-IV-5

No. No. No.
% % %
Dosis Log ratones ratones ratones UP UP UP
(ma/Kg) Dosi y Efecto y Efecto y Efecto s) (H) (RH)
m osis C C C
9/rs (LS) (LH) (LRH)
efecto efecto efecto
0.7782 1/1 75 0/1 25 0/1 25 5.674 4.326 4.326
0.9031 4/4 93.75 2/4 43.75 2/4 43.75 6.530 4.849 4.849
12 1.0792 6/6 95.83 5/6 79.17 5/6 79.17 6.728 5.806 5.806
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Grafica 21. Efecto de Sedacion e Hipnosis observado para el compuesto IE-IV-
5.

De los cinco compuestos analizados, solo 3 presentaron el efecto Sedante -
Hipnoético. (Grafica 22 y 23)
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Grafica 22. Curvas de Sedacion obtenida para los compuestos IE-III-(1), IE-IV-

H, IE-IV-5 que presentaron dicho efecto y el Ctrl + Diazepam comercial.
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Grafica 23. Curvas de Hipnosis obtenida para los compuestos IE-III-(1), IE-IV-

H, IE-IV-5 que presentaron dicho efecto y el Ctrl + Diazepam comercial.
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16. TABLA DE RESULTADOS

Tabla 13. CLsp determinada por unidades Probits en la prueba de Artemia

Salina para cada uno de los compuestos.

Compuesto CLso (mg/KQg)

IE-III-(1)
IE-IV-H

IE-IV-7
IE-IV-8
IE-IV-5

Tabla 14. DEspy DTso determinada para cada uno de los compuestos evaluada

en ratones machos.

Compuesto DEso (Sedacion, DTso
mg/kg) (Hipnosis,
mg/kg)
IE-III-(1) No puede detectarse
IE-IV-H
IE-IV-7
IE-IV-8
IE-IV-5
DIAZEPAM
(Ctrl+)




17. DISCUSION DE RESULTADOS

Para llevar a cabo la evaluacién bioldgica de los nuevos derivados BZP se
realizd6 como primer paso la prueba de solubilidad de cada uno de los
compuestos tomando como referencia que el Tween 80 al 0.5% es un vehiculo
poco toxico y excelente disolvente.

Se considerd la capacidad del Tween 80 al 0.5% -para solubilizar de una
manera excelente cada uno de los compuestos debida a sus caracteristicas
tensoactivas que presenta, las cuales, permiten establecer una interfase entre
la naturaleza hidrofilica del agua y la lipofilica del compuesto. (Anklam, J.E.,
2000).

En cuanto a la DLsp obtenida por la prueba de Artemia Salina para cada uno de
los compuestos BZP como podemos observar en el cuadro 1, resulté igual para
tres de los compuestos, incluido para el compuesto IE-IV-H, el cual es el DZP
sintetizado, sin embargo para el compuesto IE-IV-8 se observa que no tiene
efecto sobre las Artemias y para el compuesto IE-IV-5 se observa un valor de
DL50 menor al de todos los compuestos analizados, incluyendo al DZP
sintetizado, proporcionando un grado de seguridad mayor para poder llevar a
cabo las evaluaciones bioldgicas realizadas.

Por lo que respecta a la evaluacién bioldgica de Sedacién - Hipnosis podemos
decir que existen, de los cinco compuestos, solo 3 que presentan esta
actividad, incluyendo por supuesto al Diazepam comercial que es nuestro
Control +, sin embargo, en ninguno se observa actividad Sedante — Hipnética
a una dosis menor que la del Diazepam sintetizado, Dosis: 0.93 mg/kg para
producir sedacion y una dosis de 3.24 mg/kg para producir hipnosis, obtenido

por medio de graficas.

57



Con los agonistas parciales que son drogas de baja eficacia o actividad
intrinseca se disminuirian los problemas de sobredosis, la tolerancia por
descenso de los receptores y de dependencia. La posibilidad de contar en
clinica con agonistas parciales radica en tener agentes con propiedades solo
ansioliticas o anticonvulsivantes que a las dosis habituales no produzcan
sedacion ni relajacion muscular, ataxia o tolerancia.

La utilizacién de las BZ deberia ser siempre por cortos periodos de tiempo a fin
de evitar el desarrollo de dependencia fisica. Las acciones ansioliticas parecen
ocurrir por la accién de las BZ sobre receptores del sistema limbico y del
cerebro, incrementando la inhibicidon gabaérgica. (Ashton, H. 2002)

La tolerancia a los efectos ansioliticos se desarrolla mas lentamente que para
los efectos hipnodticos; sin embargo luego de 30 a 60 dias de tratamiento
continuo con estos agentes deja de observarse con claridad la superioridad de
estos farmacos frente al placebo.

Las BZ producen sedacion (etapa previa al suefio) y también son inductoras del
suefio. Estos efectos se desarrollan por activacion de los receptores BZ1
ubicados en area gris reticular del mesencéfalo, centro de la vigilia.

La administracién de BZ para inducir suefio debe ser cuidadosa y por cortos
periodos de tiempo. La utilizacion por mas de dos o tres semanas induce con
mucha frecuencia, ante la supresiéon, un efecto rebote, por dependencia fisica.
Puede también aumentar el suefio con movimientos oculares rapidos (MOR o
REM), las pesadillas y el tiempo total de la etapa cero (despierto). Por ello es
racional retirar la medicacidon hipnética gradualmente. (Saiz J.; Montes J. M.,
2003).

El uso crénico de BZP como hipndticas induce tolerancia para este efecto, a tal
punto que a los 30 dias de iniciado el tratamiento no se observan diferencias
entre estos farmacos y el placebo en el tiempo total de suefio REM, en el

tiempo total de suefio de la fase 2.
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Las BZP poseen amplio margen terapéutico es decir que la dosis efectiva 50 y

la dosis letal 50 estan muy distanciadas una de otra. (Jefferson, 2001).

18. CONCLUSIONES

e El tween 80 al 0.5% fue el disolvente en el cual se solubilizaron los
compuestos completamente, o donde se obtuvo mejor solubilidad.

e De los cinco analogos BZP’s, solo 3 presentaron efecto como Sedantes-
Hipnéticos, incluyendo el DZP comercial con el cual se realizaron las
comparaciones, sin embargo ninguno tiene actividad a una dosis menor
que la presentada por el DZP sintetizado.

e El DZP sintetizado presenta actividad Sedante-Hipndtico a dosis menor
que la del DZP comercial (DZP comercial, Dosis: 3.16 mg/kg y Diazepam
sintetizado a 0.93 mg/Kg)

e Las DEsode Sedacidon para cada uno de los andlogos se encuentran en un
rango de 0.93 -5.24 mg/kg.

e Las DEsg de Hipnosis para cada uno de los andlogos se encuentran en un
rango de 3.24 - 19. mg/kg.

e Los compuestos IE-IV-7 e IE-IV-8 no presentaron efecto de Sedacién -
Hipnosis.

e Sin embargo, no se descarta que en determinado momento pudieran
utilizarse, a lo mejor solo como sedantes o incluso solo como inductores
del sueno en pacientes en los que otros farmacos no les produzcan

efecto.
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19. ANEXOS

19.1 Metilcelulosa

Nombre quimico: Eter metilico de celulosa

Nombre comercial: Syncelosa, Bagolax

Propiedades: Polvo o granulos blancos, aumenta su viscosidad con las sales
inorganicas, estable a los alcalis y acidos grasos, las suspensiones acuosas son
neutras al tornasol.

Solubilidad: Soluble en acido acético glacial, insoluble en agua y en soluciones
salinas saturadas; insoluble en éter, alcohol o cloroformo.

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

Dosis: Como laxante: 1 - 5 g con agua de 2 - 4 veces al dia.

19.2 Propilenglicol

Nombre quimico: 1,2-propanodiol

Propiedades: Densidad (1.037 mg/mL), higroscépico, liquido viscoso, incoloro,
sabor ligeramente acre.

Solubilidad: Misible con agua, acetona, cloroformo. Soluble en éter.

Usos: Disolvente para farmacos, cosmeéticos, lociones y ungientos,
conservador, humectante, emulsificante.

Dosis letal: en ratas 25 mL/kg

19.3 Tween 80

Nombre quimico: Polisorbato 80, esteres del sorbitan, derivados de poli (oxi-
1,2-etanodiilo).

Nombre comercial: Zeneca

Propiedades: Densidad de 1.09 mg/mL, liquido oleoso color limén a ambar, olor

suave caracteristico, sabor algo amargo, pH 6 a 8 en solucion acuosa.
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Solubilidad: Muy soluble en agua, soluble en alcohol; insoluble en aceite

mineral.

Usos: emulsificante y agente dispersante en productos de
surfactante.

DL 50 (ratones): 6.3 - 7.5 mL/Kg, IP

19.4 Clave de Benzodiazepinas sintetizadas.

Figura 1. Estructura quimica de Jas benzodlazepinas.

medicina,

R1 R2 R R7 Clave
H =0 O0-Cl - C  IE-II-(1)

CHy =0 H - Cl IE-IV-H (DIAZEPAM)
CHsy =0 O-F - Cl  IE-IV-5

CHy =0 P-F _C IE-IV-7

FEt- =0 P-F . Cl IE-IV-8
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