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INTRODUCCION

La memoria es un proceso cognitivo, que incorpora la informacion al cerebro para
ser codificada, almacenada y después recuperada (Tresguerres, 1999). Al respecto, se
ha reportado que la activacion de los receptores para acetilcolina (Consolo et al., 1976;
Bartus et al., 1982; Levey et al., 1996; Picciotto et al., 2000; Barros et al., 2004), los
receptores NMDA para el glutamato (Parada-Turska y Turski, 1990; Mondadori y
Weiskrantz, 1993), los receptores para histamina (Kamei, 1990; Kamei y Tasaka, 1991,
Klapdor et al., 1994; Huston et al., 1997) y para serotonina (Altman y Normile, 1988;
Zola-Morgan y Squire, 1993; Hoyer y Martin, 1996; Meneses et al., 1997; Meneses,
1999), han demostrado estar implicados en la codificacion, almacenamiento y
recuperacion de la memoria.

Las enfermedades en las que esta involucrado algun trastorno de la memoria
pueden ser indicativo de alguna disfuncion cognitiva (Lishman, 1992), esta disfuncion
es uno de los principales sintomas que acompafan a situaciones naturales como el
envejecimiento, asi como casos clinicos de apoplejia, al dafio cerebral y a las
enfermedades neurodegenerativas tipo Alzheimer (Gualtieri et al., 2002), esta ultima, es
la causa mas comun de la disminucién de la memoria (Du y Carlier, 2004; Recanatini y
Valenti, 2004), como ha sido sefialado en estudios recientes sobre la prevalencia de
esta enfermedad, los cuales indican que en el afio 2000 hubo 25 millones de personas
con la enfermedad de Alzheimer en todo el mundo, de ellos aproximadamente 4.5
millones de personas en Estados Unidos de Norte América, y se espera que este
nuamero se incremente a 114 millones en el afio 2050 (13.2 millones en Estados
Unidos), si no surgen nuevas terapias neuroprotectoras (Heber et al., 2000; Wimo et al.,

2003), que permitan retardar o atenuar el progreso de dicha enfermedad.
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Entre los farmacos que existen en el mercado y que se utilizan en el tratamiento
de este padecimiento se encuentran los inhibidores de acetilcolinesterasa como la
tacrina, el donepezil, rivastigmina y la galantamina (Recanatini y Valenti, 2004; Lleé et
al., 2006) y los agentes nootropicos como el piracetam (Gouliaev y Senning, 1994,
Fletcher, 1997; Gualtieri et al., 2002).

De las estrategias mas ampliamente utilizadas durante el desarrollo de nuevos
compuestos con actividad farmacoldgica, potencialmente Utiles en el tratamiento de
problemas de salud, es sin duda la modificacion estructural de compuestos conocidos.
Al respecto, después de haber observado interesantes propiedades en el piracetam,
para mejorar los procesos cognitivos tales como el aprendizaje y la memoria
(Tortiglione et al., 2002), se ha estimulado el desarrollo y el estudio de compuestos con
estructuras relacionadas que puedan contribuir con un perfil farmacolégico similar
(Pinza et al., 1993; Manetti et al., 2000).

Asi mismo, otra opcion en la busqueda de tratamientos que permita contribuir al
mejoramiento cognitivo, es el estudio de la actividad de los farmacos ya existentes
mediante la coadministracion de otros farmacos con la intencién de complementar un
perfil farmacoldgico deseado, como es el caso del piracetam con la carbamacepina, en
donde el piracetam por si mismo no tiene propiedades anticonvulsivantes (Fischer et
al., 2004) pero al coadministrarse con la carbamacepina incrementa los efectos de esta
ultima (Mondadori et al., 1984; Fischer et al., 2004). Sin embargo, en estos estudios no
se ha sefialado como la carbamacepina puede modificar los efectos nootrdpicos del
piracetam.

Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo tuvo como propdsito sintetizar el
derivado del piracetam (+)-2-(1-oxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2),
caracterizarlo y evaluar su efecto nootropico en ausencia y en presencia de

carbamacepina, usando como farmaco de referencia al piracetam.
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1. MARCO TEORICO
1.1. Definicién de memoria

Tresguerres (1999) define a la memoria como un proceso cognitivo, mediante el
cual procesamos informacion incorporandola a nuestro cerebro, codificandola,
almacenandola y después recuperandola. Mientras que Guyton (1987) la define como
la capacidad para recordar pensamientos que se iniciaron originalmente por la llegada
de sefales sensoriales catalogandola como una funcién crucial que forma parte de

nuestra existencia.

1.2. Tipos de memoria

Las memorias pueden clasificarse de acuerdo a su contenido como memoria
declarativa o explicita, y de procedimiento o implicita (Squire, 1992); y de acuerdo a su
duracion se clasifica como memoria a corto y largo plazo (Izquierdo y Medina, 1997).
McGaugh, describi6 tres sistemas de memoria, una para la memoria inmediata, una
para la memoria a corto plazo y una en donde se consolida lentamente y es

relativamente permanente (1966 en Izquierdo et al., 1999).

1.2.1. Memoria inmediata

La memoria inmediata, en la actualidad es identificada como memoria operativa
o de trabajo (Working Memory), tiene una capacidad y duracion limitadas, en general,
se acepta que puede retener 7 + 2 unidades de informacién durante 20 segundos

(Tresguerres, 1999).
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Es un sistema de memoria que permite mantener la informaciéon mientras esta
siendo procesada (Ruchkin et al., 2003). Se encuentra compuesta por una unidad
ejecutiva central, que es en realidad un sistema de control de atencion encargado de
seleccionar las estrategias para procesar la informacion de entrada, desempefiando un
papel importante en las tareas cognitivas esenciales como el aprendizaje,
razonamiento y la comprension (Tresguerres, 1999). Ejemplos de memoria de trabajo
simple, seria recordar un numero telefénico mientras es marcado, o realizar
mentalmente una operacion aritmética, ejemplos mas complejos serian planificar una
movida de ajedrez o construir una oracion (Guyton, 1994). Esta memoria es
primariamente dependiente de la actividad eléctrica de las células de la corteza
prefrontal que se enlaza con otras regiones (Salmon et al., 1996). La memoria de
trabajo y los otros tipos de memoria (corto y largo plazo), pertenecen a categorias
completamente diferentes, esta memoria no es un archivo de memorias individuales
sino el encargado de los acontecimientos cognoscitivos de momento a momento,

seleccionando la informacion que es o puede ser almacenada (Fuster, 1998).

1.2.2. Memoria a corto plazo (MCP)

La memoria a corto plazo se define como la memoria que se desarrolla en el
lapso de pocos segundos o minutos y puede durar varias horas (Bailey et al., 1996),
sin que produzca una impresion permanente en el cerebro, causadas posiblemente
por oscilaciones continuas de sefales durante un tiempo breve. El pensamiento que

ingresa estimula a las células neuronales que se encuentran conectadas formando
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circuitos oscilatorios. En tanto persistan estas oscilaciones la persona retendra el

pensamiento en su mente (Guyton, 1987).

1.2.3. Memoria a largo plazo (MLP)

La memoria a largo plazo es vista como un almacén en el cual la informacion
puede permanecer indeterminadamente o puede estar sujeta a una disminucién
autdbnoma (Ghoneim, 2004). La MLP puede durar dias, semanas, y en algunos casos
toda la vida (Bailey et al., 1996). Tiene una capacidad esencialmente ilimitada que
permite almacenar grandes cantidades de informacién. Esta compuesto al menos por
dos subsistemas: el de la memoria explicita (declarativa) y la memoria implicita (no
declarativa). La memoria implicita es la memoria de los procedimientos (habilidades
motoras cognoscitivas), es generalmente subcortical, tiene relacion con circuitos
cerebelosos. La explicita comprende la memoria de la informacion general, de los
conocimientos (memoria semantica), los hechos vividos personalmente (memoria
episddica), es predominantemente cortical (Tresguerres, 1999). La MLP es
seguramente el resultado del siguiente mecanismo: al pasar una sefal por un grupo
particular de sinapsis neuronales, estas sinapsis quedan facilitadas para el paso de
sefiales semejantes en fecha ulterior. Cuando llega una idea al cerebro facilita que
estas sinapsis se empleen para esa idea en particular, lo que hace mas facil que se
recuerde la misma idea posteriormente, parece ser esencial la persistencia de una
memoria a corto plazo durante un periodo de unos minutos por lo menos para que se

desarrolle la “impresion” o el “engrama” de la memoria a largo plazo (Guyton, 1987).
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1.3. Mecanismos de la memoria

La memoria es uno de los pocos procesos mentales que ha experimentado
busquedas extensivas para su compresion. Por mucho tiempo, se ha planteado la
pregunta si la MCP es un paso necesario para la MLP o si son procesos separados,
esta pregunta se ha tratado de responder por medio de experimentos en animales en
los cuales se trata de suprimir la MCP sin afectar a la MLP (Izquierdo et al., 1999), por
medio de la activacién de receptores, que producen cambios en la funcién celular, lo
cual resulta en un cambio en el funcionamiento de la memoria (Ghoneim, 2004).

En todos los procesos de memoria se han considerado por lo menos tres estados
principales: (1) Un estado de adquisicion, en la cual la informacion es codificada
(proceso que convierte un estimulo sensorial a una forma que puede ser puesta dentro
de la memoria) en los circuitos centrales que incluyen microcircuitos en regiones
especificas del hipocampo, (2) un estado de almacenaje, en el cual la informacién se
retiene en dichos circuitos, presumiblemente dependientes de cambios en la sinapsis, y
(3) un estado de recuerdo o evocacion, en el cual la informacion se recuerda al producir
una salida perceptual o motora. El estado 2 es usualmente reconocido al consistir en
un periodo corto labil de memoria a corto plazo, el cual entonces pasa a un periodo
estable mas largo de la memoria a largo plazo por un proceso conocido como
consolidacion; que es el proceso que forma un recuerdo durable del que ha sido

adquirido (Gordon, 1988).
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1.4. Receptores involucrados en la memoriay en el aprendizaje

Un complejo sistema neuronal en el cerebro regula el mecanismo del
aprendizaje y la memoria. Receptores y neurotransmisores estan intimamente
implicados en la estructura interactiva que se produce en la adquisicion, el
almacenamiento y la recuperacion de la informacién, sin embargo el conocimiento
de sus interacciones es aun limitada. Se ha reportado que la acetilcolina, el
glutamato, la histamina y la serotonina, juegan un papel fundamental en los

procesos cognitivos (Gualtieri et al., 2002).

1.4.1. Acetilcolina

La acetilcolina es un neurotransmisor que juega un papel importante en el
aprendizaje y la memoria (Levey, 1996). En los afios 80's, se introdujo la llamada
“hipotesis colinérgica”, con la finalidad de relacionar las evidencias clinicas y
biolégicas de la enfermedad del Alzheimer, esta hipdtesis se enfoca en la
disminucién de la neurotransmisién colinérgica causada por la degeneracion
neuronal en algunas areas del cerebro (Bartus et al., 1982). En un trabajo realizado
por Barros y colaboradores (2004), se reporta la participacién de los receptores
nicotinicos para acetilcolina, en la formacién de la MCP y de la MLP y en su
evocacion. Los receptores nicotinicos tienen importancia para el mantenimiento
optimo del funcionamiento de la memoria, y su mal desempefio esta implicado en
desordenes del sistema nervioso central en los humanos, incluyendo la adiccion
a la nicotina, la enfermedad de Alzheimer, ansiedad, autismo, depresion,

epilepsia, esquizofrenia y la enfermedad de Parkinson (Picciotto et al., 2000).
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En otro estudio, se encontré que los receptores muscarinicos para acetilcolina
también estan implicados en el aprendizaje y la memoria y que su deterioro
contribuye a la disminucion de la memoria y otras habilidades cognitivas en la

enfermedad del Alzheimer (Levey, 1996).

1.4.2. Serotonina (5-HT)

Evidencia preclinica muestra que los receptores 5-Hidroxitriptamina (5-HT),
juegan un papel importante en los procesos de aprendizaje y memoria (Altman y
Normile, 1988). Entre los multiples subtipos de receptores 5-HT, hasta ahora
identificados (5-HT1 a 5-HT7), el 5-HT1g1p parece ser relevante en las funciones
cognitivas (Hoyer y Martin, 1996). El receptor 5-HT4g/1p presenta una distribucion
regional en areas del sistema nervioso central, que han sido asociadas con lo
procesos de aprendizaje y memoria (Zola-Morgan y Squire, 1993). Meneses y
colaboradores (1997), encontraron que la estimulacién presinaptica de los
receptores 5-HT1g/1p deteriora la consolidacién del aprendizaje, mientras que la
estimulacién de los receptores 5-HTaac la mejora. En una revision hecha
posteriormente por este mismo autor, encontré que el papel del sistema 5-HT en el
aprendizaje y la memoria no esta bien establecido e indica que hay evidencia
suficiente que establece que los receptores presinapticos 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2ax2c,
5-HT; y los receptores posinapticos 5-HTzgoc, 5-HT4, y los transportadores de la

captura de serotonina estan involucrados en estos procesos (Meneses, 1999).
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1.4.3. Histamina (H)

Desde hace muchos afnos se conoce que la histamina y los antihistaminicos
activos en la periferia tienen efectos importantes en el comportamiento de los animales,
sin embargo, existen pruebas que indican que la identificacién bioquimica en su
sintesis por las neuronas y la localizacién citoquimica directa de ellas, ha establecido la
existencia de un sistema histaminérgico en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Bloom,
2003). Evidencia experimental indica que la central histaminica puede tener un papel
en las funciones cognitivas como el aprendizaje y la memoria (Huston et al., 1997), en
especial los receptores Hy que parecen estar implicados en estos procesos (Kamei,
1990). Por otra parte, se ha reportado que la histamina y la acetilcolina revierte el efecto
de los antagonistas H4, sugiriendo una interaccion entre la central histaminérgica y la
colinérgica (Kamei y Tasaka, 1991). Contrariamente, otros estudios soportan la
hipétesis que la histamina deteriora la funcién cognitiva. Cacabelos y Alvarez (1991),
reportaron que la inhibicion de la histidina descarboxilasa por la administracion de a-
flurometilhistidina, mejora las habilidades de aprendizaje en la rata. En otro trabajo se
encontré que al lesionar la region del nucleo tuberomamilar producen facilitacion del

aprendizaje (Klapdor et al., 1994).

1.4.4. N-metil-D-aspartato (NMDA)
El glutamato es un neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central.
Los receptores para el glutamato son el N-metil-D-aspartato (NMDA), el acido a-

amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxiazolpropionico (AMPA) y el kainato (Bloom, 2003).
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Los antagonistas de los receptores NMDA, tienen propiedades neuroprotectoras,
anticonvulsivantes, ansioliticas (Stephens el al., 1986), sin embargo se cree que la
activacion de estos receptores es requerido para la induccién de la potenciacion a largo
plazo la cual puede estar involucrada en el almacenamiento de la informacién en el
cerebro y puede ser critica para el aprendizaje y la memoria (Artola y Singer, 1987 en
Parara-Turska y Turski, 1990). EIl papel de los receptores NMDA en los procesos de
memoria fue estudiado por Parara-Turska y Turski (1990), ellos sugieren que los
antagonistas para este receptor pueden deteriorar el aprendizaje y que tienen poco o
ningun efecto sobre la evocacion de la MLP. En un trabajo posterior, Mondadori y
Weiskrantz (1993), encontraron que los bloqueadores para el receptor NMDA, facilitan

y deterioran el aprendizaje por diferentes mecanismos.

1.5. Trastornos de la memoria

Existe un gran numero de enfermedades en las que esta involucrado algun
trastorno de la memoria, éstos tienen gran importancia clinica, debido a que pueden ser
un indicativo de disfuncién o dafio cerebral (Lishman, 1992). Para fines practicos se
han diferenciado en tres apartados: hipermnesia, paramnesia y la amnesia.

La hipermnesia, es el grado exagerado de retencion y recuerdo de la memoria
(Vazquez, 1990); la paramnesia se refiere a la distorsion o falsificacion de la memoria,
ya sea por alteracion del recuerdo, o bien, del reconocimiento (Bulbena, 1991); y la
amnesia, es la incapacidad de conservar o recuperar informacion y constituye el
trastorno de la memoria mas importante; puede ser de causa organica o afectiva

(Vazquez, 1990).
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Existen dos tipos de amnesia: la retrégrada que es la imposibilidad de
recordar eventos ocurridos con anterioridad y la anterégrada que es la
imposibilidad de retener informacion nueva, aunque los recuerdos previos al
comienzo de la enfermedad y la capacidad de evocarlos se mantiene
(Tresguerres, 1999).

Entre las patologias asociadas con los trastornos de la memoria, destaca la
enfermedad de Alzheimer (EA), ésta es una enfermedad neurodegenerativa
relativa al envejecimiento, se caracteriza por la pérdida progresiva de la memoria y
las funciones cognoscitivas en la edad madura, muerte neuronal selectiva y la
formacion anormal de placas amiloides neuriticas. La pérdida de la memoria es
acompanada por la degeneracion de las neuronas colinérgicas de la parte cortical
basal del cerebro (Du y Carlier, 2004). En la EA hay disfuncién acetilcolinérgica en
la neocorteza e hipocampo, lo cual se relaciona con la disminucion severa en el
aprendizaje y la memoria en los pacientes con esta enfermedad (Du y Carlier,

2004; Recanatini y Valenti, 2004).

1.6. Tratamiento farmacologico

Los mejoradores de la cognicion son farmacos capaces de facilitar las
habilidades de atencién, adquisicién, almacenamiento y evocacion de la
informacion, ademas la de atenuar el dafio de las funciones cognitivas asociadas
con patologias relativas a la edad. Por definicion estos farmacos mejoran la
declinacién de las funciones cognitivas, pero no cambian la velocidad del progreso

de la neurodegeneracién (Gualtieri et al., 2002).
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1.6.1. Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Numerosos trabajos experimentales han sugerido que los sistemas colinérgicos
centrales, entre otros contribuyen a mantener o a desarrollar los procesos de
adquisicion y retencion de la informacion (Florez, 1994).

El primer intento para relacionar las evidencias clinicas y bioldgicas a cerca de la
enfermedad fue en los afos ochentas, en la llamada “hipétesis colinérgica”, que se
basa en la disminucidn neurotransmisora colinérgica causada por la degeneracion
neuronal en algunas areas del cerebro. En base a la anterior suposicion, la estrategia
farmacologica en contra de la EA, fue incrementar el tono colinérgico a través de la
estimulacion de los receptores colinérgicos sobrevivientes en el cerebro. La busqueda
de estos farmacos estaba principalmente dirigido al descubrimiento de agentes
colinomiméticos que actuaran directamente estimulando la central muscarinica (M4), o
los receptores nicotinicos, o directamente por el bloqueo de la enzima
acetilcolinesterasa, la cual es la responsable de terminar la accion de la acetilcolina.
Como resultado de esta busqueda, solamente algunos inhibidores de la
acetilcolinesterasa, son viables en el tratamiento de los principales sintomas de la EA
(Recanatini y Valenti, 2004).

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa prolongan el tiempo de neurotransmision
de la acetilcolina en el espacio sinaptico y son capaces de combinarse con los
receptores muscarinicos, no interfieren con la sintesis de acetilcolina, prerrequisito
necesario para su uso clinico. Los principales farmacos en el tratamiento de la EA
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) son la tacrina, el donepezil, la
rivastigmina y la galantamina (Figura 1.1). De estos farmacos, la tacrina actualmente no

se prescribe debido a sus efectos hepatotoxicos (Lled et al., 2006).

12



“Sintesis de (x)-2-(1-o0x0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2) y evaluacién de su actividad
nootrépica en presencia y ausencia de carbamacepina”

N 0
= H5CO /
s CH2CNCH2Ph
N, HsCO

Tacrina Donepezil

CH,

HaC 0

“ TN(C@CWC%
| (@]

CH,

Rivastigmina

H;C
Galantamina

Figura 1.1 Inhibidores de la acetilcolinesterasa usados en la disminucién
cognitiva en pacientes con la EA.

1.6.2. Nootropicos
Los nootrépicos, ocupan una posicion especial en la farmacologia del SNC
(Ghelardini et al., 2002), son farmacos que actuan sobre las funciones cerebrales mas
evolucionadas: la memoria y el aprendizaje (Florez, 1994), aumentando Ila
concentracion, retencién y la habilidad para resolver problemas (Fletcher, 1997); estos
compuestos, supuestamente aumentan el funcionamiento cognitivo sin o con poca
estimulacion central (Gouliaev y Senning, 1994).
Su perfil farmacodinamico es el siguiente:
- Favorecen el aprendizaje y protegen frente a aquellos factores que lo
impiden (hipoxia, electrochoque).
- Facilitan la transferencia de informacion interhemisférica.
- Aumentan la resistencia del cerebro a la agresion isquémica.

- Carecen de efectos sedantes o estimulantes (Velasco et al., 2003).
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1.6.2.1. Piracetam

El piracetam, 2-pirrolidonacetamida (Figura 1.2), es un derivado ciclico de
bajo peso molecular del acido y-aminobutirico (Winblad, 2005), su nucleo es
conocido genéricamente como racetam (anillo 2-pirrolidona), mismo que se

relaciona con la actividad farmacologica de nootropico (Gualtieri et al., 2002).

(Y

o O

Figura 1.2 Estructura del Piracetam.

El piracetam a nivel neuronal, modula los sistemas de transmision incluyendo
el colinérgico y glutamatérgico. Su eficacia esta documentada para uso terapéutico
en desordenes cognitivos relacionados con la edad incluyendo la enfermedad de
Alzheimer, en el tratamiento de la demencia, vértigo, mioclonia cortical, dislexia
(Winblad, 2005). En modelos para la evaluacion de agentes que afectan los
procesos de aprendizaje y memoria, los derivados pirrolidénicos como el
piracetam contrarrestan los efectos amnésicos de farmacos como la escopolamina
(Fischer et al, 2004; Everss et al., 2005), provocado por el decaimiento del sistema
colinérgico en la prueba de evitacion pasiva (Verloes et al., 1988). Otros estudios
indican que facilita la potenciacion a largo plazo, incrementando Ila
neurotransmision de las terminales presinapticas y la cantidad de acetilcolina en el
cerebro, no actua directamente en el transporte o en el metabolismo de la colina

(Naftalin et al., 2004).
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En adicién a sus propiedades nootrépicas, ejerce un efecto protector contra los
infartos cerebrales en modelos de oclusion arterial cerebral realizados en ratas
(Tortiglione et al., 2002). En pacientes epilépticos que reciben carbamacepina, el
piracetam puede ser util en la medicacion para mejorar la proteccion convulsiva de
éste y de varios farmacos antiepilépticos convencionales (Fischer et al., 2004). Otros
reportes indican que el piracetam y sus analogos reducen los estados de confusion de
los barbituricos, del etanol y de las benzodiacepinas (Naftalin et al., 2004).

El mecanismo de accién del piracetam es desconocido, parece ser un activador
no especifico de la excitabilidad neuronal (Everss et al., 2005), se cree que involucra
cambios en los sistemas colinérgicos, dopaminérgicos, noradrenérgicos Yy
serotonérgicos (Ennaceur y Delacour, 1987; Felinska y Bien, 1991). Como agentes
nootropicos en general, Mondadori (1994), propone que estos compuestos pueden
ejercer una accion moduladora en la sintesis de proteinas.

En base al efecto del piracetam sobre la fluidez de la membrana del cerebro en
ratones, Mller y colaboradores (1997), proponen que las propiedades de este farmaco
modifican la membrana del cerebro, en detalle, por la alteracion de los mecanismos de
transduccion de sefales. Sin embargo, ninguna de estas hipétesis, han recolectado

hasta ahora un consenso general.

1.6.2.2. Anélogos del piracetam

Las propiedades del piracetam fueron descubiertas en 1967, y desde entonces se
ha estimulado el desarrollo y la sintesis de un gran numero compuestos con estructura

relacionada al piracetam que puedan contribuir con un perfil farmacolégico similar.
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En la Figura 1.3, se muestra la evolucion quimica de los compuestos de tipo
piracetam y de algunos de sus miembros mas estudiados, excepto por el sunifiram,
todos contienen el anillo de la 2-oxopirrolidina.

(o)

CHj

N
/S °
o \©\ Piracetam NH
2
F o

Unifiram

PSRN

Fasoracetam

OCH,

Nebracetam Aniracetam

Figura 1.3 Evolucién quimica de los analogos del piracetam.

Muchos de los compuestos que mejoran la cognicion de la primera generacion de
los derivados del piracetam, revierten la amnesia inducida por escopolamina y otros
farmacos, choques electroconvulsivos e hipoxia con un mecanismo desconocido.
Algunos de ellos son efectivos en tratamientos clinicos, mostrando excelente

tolerabilidad y seguridad.
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En algunos paises ya se usan estos compuestos (Cuadro 1.1) o estan en

desarrollo para el tratamiento de desordenes cognitivos (Gualtieri et al., 2002).

Cuadro 1.1 Derivados del piracetam (nootrépicos).

Farmaco Clave Compaiiia Afio de lanzamiento/ fase.
Piracetam UCB-6215 ucB 1973
Oxiracetam ISF-2522 ISF 1987
Aniracetam Ro-13-5057 Roche 1993
Pramiracetam CI-879 Warner-lambert 1993
Nebracetam WEB1881FU Boehringer Ing. En espera de aprobacion
Nefiracetam DM-9384 Daiichi Seyacu En espera de aprobacion
Fasoracetam NS-105/LAM-105 Nippon Shinyaku Fase lll

1.7. Sintesis organica de compuestos nootropicos

Alo largo de los afios se han desarrollado compuestos, en donde el piracetam ha
servido como farmaco de referencia, para continuar la busqueda de nuevos
compuestos mas potentes, eficaces y con un perfil de seguridad similar. Pinza y
colaboradores (1993), sintetizaron una clase de compuestos que contienen los nucleos
2-pirrolidona y 4-imidazolidinona reconocidos como importantes para la actividad
mejoradora de la cognicion.

Esta serie de dihidro-1H-pirrolo[1,2-a]imidazol-2,5(3H,6H)-dionas, fueron
preparados por la condensacion de a-amino amidas con oxoesteres. Estos derivados,
mostraron revertir la amnesia inducida por la escopolamina en la prueba de Evitacion
Pasiva. Manetti y colaboradores (2000), prepararon una serie de compuestos 4-
sustituido 1,4-diazabiciclo[4.3.0]Jnonan-9-onas, por medio de la condensacion del ciclo
de la piperazina con el anillo 2-oxopirrolidina, mostrando ser mas potentes que el

piracetam. En el mismo afo (2000), Manetti y su grupo también reportaron la
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preparacion de otra serie de compuestos 4-sustituidos-1-acilpiperazinas, obtenidos por
la simplificacion molecular de 4-sustituido 1,4-diazabiciclo[4.3.0Jnonan-9-onas,

mostrando ser mas potentes que los compuestos de origen y el piracetam.

1.8. Pruebas para el estudio de la memoria

Varios modelos estan disponibles para la evaluacion preclinica de agentes que
afectan los procesos de aprendizaje y memoria (Le y Nogueés, 2000). Los laberintos y la
evitacion pasiva, son algunas de las herramientas comunmente usadas en la

valoracion de las funciones cognitivas.

1.8.1. Laberinto de agua.

El laberinto de agua fue disefiado por Richard Morris, es uno de los modelos mas
empleados en el estudio de la memoria espacial en roedores. En esta prueba el
aprendizaje y la memoria espacial se relacionan con la capacidad de adquirir y retener
asociaciones de las caracteristicas del ambiente, lo que permite al organismo
desenvolverse en el espacio.

Los roedores pueden adoptar cuatro formas principales de navegaciéon espacial
para la resoluciéon de tareas espaciales: orientacion, guia, cartografia y de integracion
de ruta. En este laberinto se evalua la capacidad del roedor de aprender y recordar la
manera de escapar de una situacion aversiva como es un tanque con agua, para ello,
los ratones tienen que aprender a localizar en el estanque la plataforma sumergida a
dos centimetros por debajo del nivel del agua. La capacidad del animal para localizarla
depende de la utilizacidén de las claves que rodean a la piscina, siendo necesarias al

menos dos sefales extra-laberinto para localizar la meta invisible.
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Las medias conductuales mas utilizadas son la latencia de escape en los ensayos
de adquisicion (tiempo que transcurre hasta que alcanza la plataforma) y el porcentaje
de tiempo en el cuadrante meta durante la prueba final. La adquisicién se refleja en las
menores latencias de escape a lo largo de los dias y la retencion en el mayor
porcentaje de tiempo en el cuadrante meta.

Este modelo se utiliza en la investigacion de los mecanismos neurobioldgicos del
aprendizaje espacial y se pueden valorar los efectos de los farmacos sobre los
procesos del aprendizaje y la memoria. Las ventajas de esta prueba consisten en que
no se requiere de la privacion de agua o comida ni de la aplicaciéon de una descarga
eléctrica para motivar la conducta, ademas se requieren de relativamente pocos
ensayos, se evita que los animales utilicen claves no espaciales como el olor para

resolver la tarea (Morris, 1984; Vicens et al., 2003).

1.8.2. Evitacion Pasiva (Passive Avoidance)

La evitacion pasiva es un modelo que se ha usado para evaluar el déficit de
aprendizaje y memoria inducidos por la administracién de farmacos y lesiones en ratas
y ratones. En este modelo de aprendizaje, los animales aprenden a evitar algun evento
nocivo al suprimir un comportamiento en particular (Bures et al., 1983 en Cimadevilla et
al., 2000). Este trabajo aversivo de aprendizaje esta basado en el condicionamiento
clasico Pavloviano, el cual puede ser modificado por las alteraciones en la
neurotransmision colinérgica y serotonérgica (Misane y Ogren, 2003).

La prueba de evitacion pasiva consiste en colocar a la rata o ratén dentro de un

espacio con una iluminacién intensa interconectado con un espacio oscuro, como los

19



“Sintesis de (x)-2-(1-o0x0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2) y evaluacién de su actividad
nootrépica en presencia y ausencia de carbamacepina”

ratones prefieren los espacios oscuros, estos tienden a entrar a dicho compartimiento y
permanecer ahi. El tempo que tarda el animal de pasar de un compartimiento a otro se
mide con exactitud. Una vez que se encuentra en la parte oscura se aplica un choque
eléctrico a través de sus patas y el animal se retira. La retencion se evalua a las 24
horas.

En esta prueba se les ensefia a asociar el espacio oscuro con una consecuencia
desagradable, la administracién de una descarga eléctrica. De esta manera en la
siguiente ocasion en que se realiza la prueba, el raton debe recordar esta asociacion
demorando en penetrar en su ambiente preferido (Cimadevilla et al., 2000).

La evitacidon pasiva es un modelo que se usa ampliamente para evaluar el efecto
de los farmacos sobre la MCP y la MLP ( Everss et al., 2005), también se usa
conjuntamente con la escopolamina para buscar farmacos con valor terapéutico en el
tratamiento de la demencia (El-Sherbiny et al., 2003). Usualmente tiene limitadas
demandas en la evaluacion de la memoria espacial (Cimadevilla et al., 2000). Es una
prueba sencilla y rapida debido a que el aprendizaje se da en un solo entrenamiento.

Las versiones utilizadas en el trabajo de evitacion pasiva son: paso abajo (step
down), paso a lo largo (step through) y dos compartimientos (two compartment) (Bures

et al., 1983 en Cimadevilla et al., 2000).

1.9. Carbamacepina
La carbamacepina, 5-carbamoil-5H-dibenzo[b,flazepina, (Figura 1.4), fue
desarrollada por Geigy y sintetizada en 1960 por Schinder (Okada et al., 1998). Es un

iminoestilbenceno relacionado quimicamente con los antidepresivos triciclicos de tipo

20



“Sintesis de (x)-2-(1-o0x0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2) y evaluacién de su actividad
nootrépica en presencia y ausencia de carbamacepina”

imipramina (Florez, 1994), razon por la que se le sugiere la actividad antidepresora
(Weisler, 2005). Este farmaco ha sido efectivo en el tratamiento de las crisis epilépticas
de tipo parcial simple, parcial compleja y de tipo generalizado tdnico-clénico, no es
efectivo en contra de las crisis de ausencia, también ha demostrado tener efectividad
en el tratamiento de desordenes de tipo bipolar (agudo y cronico), neuralgia del

trigémino, esquizofrenia y ansiedad (Okada et al., 1998).

oS¢
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Figura 1.4 Estructura de la carbamacepina.

Se ha reportado que la carbamacepina se oxida por el componente del citocromo
P450 3A4 para activar al metabolito carbamacepina-10,11-epoxido (CBZ-E), ambos
poseen actividad psicotropica. Los canales de sodio voltaje dependientes son inhibidos
por la CBZ y CBZ-E, especialmente durante la despolarizacion (Weisler, 2005; Florez,
1994). También se ha documentado que la CBZ incrementa las concentraciones de
serotonina y dopamina en el hipocampo jugando un papel importante en la
potenciacion a largo plazo y el mejoramiento de la memoria (Sudha et al., 1995). Otras
investigaciones indican que la carbamacepina afecta la transmision colinérgica
incrementando los niveles de acetilcolina debido a la reduccion de la actividad de la

acetilcolinesterasa (Consolo et al., 1976; Sudha et al., 1995).
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1.10. Escopolamina

La escopolamina (Figura 1.5), es un antagonista no selectivo de los receptores
muscarinicos, comunmente usado como modelo farmacoldgico basado en la “hipétesis
colinérgica” de la disminucién de la memoria en la demencia senil tipo Alzheimer.
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Figura 1.5 Estructura de la escopolamina.

La escopolamina, empeora el aprendizaje y la memoria en roedores y seres humanos,
especialmente, en el proceso de adquisicién del aprendizaje y en la memoria a corto
plazo (Kang et al., 2003; Misane y Ogren, 2003), es usada como un modelo en la
busqueda de farmacos antiamnésicos (Kang et al., 2003). El promedio de una dosis
unica esta entre 0.5-1 mg/kg (Mutschler, 1995), su uso a dosis toxicas (10 mg/kg) es
acompanado por paralisis del iris, vision borrosa, decremento del peristaltismo
intestinal, ataxia, alucinaciones y eventualmente coma y muerte (Kotsias, 2002). La
escopolamina interfiere con la transmision de acetilcolina en el sistema nervioso central
(Misane y Ogren, 2003) a una dosis amnésica, disminuye el metabolismo de la glucosa
en varias areas de la corteza cerebral, tAlamo e hipocampo; la corteza es de singular
importancia en procesos de cognicién y memoria, y muchos investigadores han

sugerido que el hipocampo es critico en los procesos de aprendizaje (Isaacson, 1982).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mejoramiento cognitivo se ha observado en personas que son tratadas con
farmacos capaces de facilitar las habilidades de atencion, adquisicion,
almacenamiento y recuperacion de la informacion, ademés de atenuar el deterioro
de las funciones cognitivas asociadas con la edad y las patologias asociadas a esta
(Gualtieri et al., 2002). Entre estos farmacos se encuentran los nootrépicos, los
cuales han demostrado tener la capacidad de mejorar los procesos cognitivos tales
como el aprendizaje y la memoria (Tortiglione et al., 2002), ésta interesante
actividad, ha dado lugar al disefio y sintesis de nuevos compuestos con estructuras
relacionadas al piracetam, con la intencion de encontrar farmacos con un mejor
perfil farmacoldgico (Pinza et al., 1993; Manetti et al., 2000).

Asi mismo, también se plantea la necesidad de buscar farmacos que al
administrarse conjuntamente con los nootropicos aumenten su actividad
farmacoldgica, tal es el caso del piracetam con la carbamacepina, en donde el
piracetam por si mismo no tiene propiedades anticonvulsivantes (Fischer et al.,
2004), pero al coadministrarse con la carbamacepina incrementa los efectos
anticonvulsivantes de esta Ultima (Mondadori et al., 1984; Fischer et al., 2004),
mientras que el efecto de la coadministracién de los agentes anticonvulsivantes

sobre la actividad nootrépica hasta el momento no ha sido estudiado.
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En este contexto, Sudha y colaboradores (1995), reportan cambios en el
aprendizaje y la memoria después de la administracion crénica de carbamacepina,
debido a la reduccion de la actividad de la acetilcolinesterasa y al incremento de
monoaminas como la serotonina.

Por lo anterior, en este trabajo se planted la conveniencia de llevar a cabo la
sintesis y la evaluacién de la actividad nootropica de un compuesto biciclico que
contenga el nucleo 2-pirrolidona, asi como el estudio de la administracién

simultadnea con carbamacepina.
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3. HIPOTESIS

Los compuestos que mantienen una relacién estructural con el nucleo 2-
pirrolidona, presentan actividad nootrépica, por lo que al sintetizar un compuesto
biciclico que contenga como base dicho nucleo, se espera que presente el efecto
nootrépico mayor o igual al observado en el piracetam.

Por otra parte al administrase simultaneamente con la carbamacepina se
incrementara el efecto nootrépico del compuesto biciclico sintetizado, dado que la
carbamacepina mejora el aprendizaje y la memoria en animales de

experimentacion.

25



“Sintesis de (x)-2-(1-o0x0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2) y evaluacién de su actividad

nootrépica en presencia y ausencia de carbamacepina”

4. OBJETIVOS

El objetivo central de este trabajo es:

Sintetizar al derivado del piracetam (%)-2-(1-oxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-

il)propanamida (DP2) y evaluar su actividad nootrépica en ratones ICR utilizando

la prueba de evitacion pasiva. Asi como también determinar el efecto que tiene la

administracion simultanea con carbamacepina.

En tanto que los objetivos particulares, derivados del anterior, son los siguientes:

>

>

Sintetizar el DP2 a partir de anhidrido ftalico.

Realizar la caracterizacion del DP2 mediante Espectroscopia de Masas
(EM), Resonancia Magnética Nuclear (RMN de *H y **C) e Infrarrojo (IR).
Realizar la evaluacion del efecto nootrépico del DP2, carbamacepina y
piracetam usando el modelo de Evitacion Pasiva en ratones.

Evaluar el efecto de administracion simultanea de la carbamacepina sobre
la actividad nootropica del piracetam y de su derivado DP2.

Determinar el perfil farmacolégico del DP2, del piracetam y de la
carbamacepina para evaluar el efecto miorrelajante, sedante, anticonvulsivo

y sobre la coordinacion motora.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Reactivos

(x)-Alanina, anhidrido ftalico, hidréxido de amonio, &cido clorhidrico, el carbon
activado y toluelo fueron adquiridos de J.T Baker; la piridina, cloruro de tionilo,
acido acético glacial y zinc en polvo se adquirieron de Aldrich; acetato de etilo y

metanol de Adydsa.

5.2. Equipos

La espectrometria de Masas (EM), se realiz6 en un espectrémetro Hewlett-
Packard Modelo 5890; la espectroscopia de Infrarrojo (IR) en un espectrometro
Perkin EImer modelo 599 y la de Resonancia Magnética Nuclear (*H y **C RMN)
en los espectrémetros Varian VXR-3005 (300 MZH) y Varian Unity Plus 500 (500
MHz) respectivamente. El punto de fusion se determiné en un Electrothermal

Digital IA9100.

5.3. Sintesis organica

Se prepard el DP2 y cada uno de sus intermediarios. La ruta sintética se
presenta en el Esquema 1. El procedimiento se desarrollo de acuerdo a lo descrito
por Castillo y Medina (2005). Todas las reacciones fueron monitorizadas por

cromatografia en capa fina. Como revelador se uso radiaciones de luz ultravioleta.
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0
(&)-alanina 1. sor:12 OCH;
pmdma ~ toluend
2. MeOH
Anhidrido C ()-2 -3 ©
ftalico ZoibeOH
HCI g
OCHs
D MeOH

(£)-4

Esquema 1. Sintesis de DP2.

5.3.1. Sintesis de &cido (¥)-2-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)-
propanoico [(+)-2]

Se adicion6 37.0 g (250 mmol) de anhidrido ftélico, 26.7 g (300 mmol) de (+)-
alanina y 50 mL de piridina en un matraz bola provisto de agitacion magnética y
refrigerante. La mezcla de reaccion se calentd a 90 °C durante 24 horas,
posteriormente se enfri6 a temperatura ambiente y se adiciond acido clorhidrico
concentrado hasta neutralizacion de la piridina. El producto se extrajo de la mezcla
con acetato de etilo (5 x 25 mL), los extractos organicos se mezclaron y se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se removié empleando un
evaporador rotatorio, obteniéndose 53.6 g (98 %) del producto (+)-2, como un
polvo blanco: p.f. = 167-168 °C (Reyes, 1999; p.f. = 167-168 °C); Rf = 0.44

(AcOEt/Hexano, 1:1).
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5.3.2. Sintesis de (%)-2-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)-propanato de
metilo [(%)-3]

A una solucién de 18.24 g (83.3 mmol) de &cido (+)-2 en 25 mL de tolueno en un
matraz balén provisto de agitacion magnética y refrigerante, se adicionaron lentamente
12.9 mL (176.38 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla de reaccién se agité durante 16
horas a temperatura ambiente y posteriormente a 80 °C durante una hora. El disolvente
se elimino a presion reducida en un evaporador rotatorio, el residuo se dejo enfriar y se
adiciond lentamente 20 mL de metanol y se agité durante 30 minutos. El producto se
tratd con carbon activado en 20 mL de metanol para su cristalizacion, de donde se
obtuvieron 15.4 g (79%) de producto (+)-3 como un polvo blanco: p.f. = 66-67 °C

(Reyes et al., 1999; p.f. = 66-67 °C); Rf = 0.56 (AcOEt/Hexano, 1:1).

5.3.3. Sintesis de (#)-2-(1-ox0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)-propanato de
metilo [(£)-4]

Una suspension de 13.1 g (56.22 mmol) de (+)-3, 24.0 g (367mmol) de zinc en
polvo y 175 mL de acido acético glacial en un matraz bola de 250 mL provisto de
agitacion magnética y refrigerante, se traté con una corriente suave de cloruro de
hidrégeno, posteriormente se calenté a temperatura de reflujo durante 5 horas. La
mezcla de reaccién se enfrid6 a temperatura ambiente, se filtrd, y el acido acético
empleado como disolvente fue eliminado por destilacién bajo presion reducida. El
residuo fue purificado por cromatografia en columna (hexano-AcOEt, 1:1) de donde se

obtuvieron 10.9 g (88.5%) de la isoindolinona (+)-4 como un liquido incoloro.
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Rf = 0.37 (hexano-AcOEt, 1:1); IR (KBr) 2952, 1745, 1693, 1681 cm™; RMN *H (300
MHz, CDCls) & ppm: 1.58 (d, J = 7.5 Hz, 3H), 3.71 (s, 3H), 4.42 (d, J = 16.5 Hz, 1H),
457 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 5.18 (c, J = 7.5 Hz, 1H), 7.40-7.60 (m, 3H), 7.80-7.90 (m,
1H); RMN **C (75.5 MHz, CDCls) & ppm: 15.4, 46.5, 48.8, 52.2, 126.0, 127.6, 131.3,
131.9, 133.9, 169.9, 170.2. EM (70 eV); m/z (%), 219 (M*, 65.4), 204 (0.9), 160 (100),

132 (34.5), 91 (32.7).

5.3.4. Sintesis de (£)-2-(1-ox0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida [DP2]

Se adicioné 3.0 g (13.7 mmol) de (+)-4 en 60 mL de una solucion saturada de
amoniaco en metanol en un matraz bola provisto de agitacion magnética. La solucion
resultante se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. El disolvente se removi6
con vacio y el residuo sélido (3 g) se cristalizd6 en metanol obteniéndose 2.7 g (96.8%)
de la amida racémica DP2, como un polvo incoloro: p.f. 188.2-189.5 °C; Rf 0.32
(AcOEt-hexano-cloroformo, 15:6:4); IR (KBr) 3320, 3168, 1693, 1658 cm™; RMN *H
(300 MHz, CDCls) § ppm: 1.54 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 4.49 (s, 2H), 5.04 (c, J = 7.2 Hz, 1H),
5.40 (s, ancha, 1H), 6.40 (s, ancha, 1H), 7.45-7.60 (m, 3H), 7.83-7.87 (m, 1H); RMN **C
(75.5 MHz, CDCls) 6 ppm: 14.4, 47.0, 49.9, 123.0, 123.8, 128.2, 131.8, 131.9, 141.5,
169.1, 172.7; EM (70 eV); m/z (%), 204 (M*, 15.4), 187 (59.8), 160 (100), 132 (57.7), 91

(60.8).
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5.4. Pruebas bioldgicas
5.4.1. Animales de laboratorio

En todos los experimentos se emplearon ratones macho de la cepa ICR, con
un peso comprendido entre 25-30 g adquiridos de la Compafia Harlan de México
S.A de C.V. Se colocaron en cajas de plastico y se mantuvieron con libre acceso
al alimento y agua, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y a una temperatura
de 22 + 1 °C.

Los compuestos a evaluar se administraron por via intraperitoneal (i.p.)
ajustando las dosis a un volumen de 0.1 mL/10 g.

En todos los experimentos en donde se utilizaron animales se siguieron los

lineamientos marcados en la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999.

5.4.2. Farmacos y dosis

El compuesto sintetizado (+)-2-(1-oxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida
(DP2; 0.1, 0.3, 1, 10 y 100 mg/kg), Carbamacepina (Sigma Chemical Co.; 5, 10y
30 mg/kg) y Diacepam (Roche, S.A., 2 mg/kg) se suspendieron en solucién salina
(0.9%) con trazas de Tween 80 (Sigma Chemical Co.).

El Piracetam (10, 30, 56 y 100 mg/kg) y el Pentilentetrazol (80 mg/kg), ambos
adquiridos de Sigma Chemical Co. y la Escopolamina (Fluka BoiChemika; 1

mg/kg), se disolvieron en solucion salina (0.9%).
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5.4.3. Evaluacién del efecto nootropico

5.4.3.1. Aparato de Evitacion Pasiva (Step-through Passive Avoidance)

El aparato de Evitacién pasiva (Passive Avoidance Apparatus, Ugo Basile
7550; Figura 5.1), consiste en dos compartimientos, el de entrada y el de escape.
El primero, es un compartimiento blanco e iluminado (18 x 9.5 x 16 cm), y el
segundo es un compartimiento oscuro (18 x 9.5 x 16 cm), separados por una
puerta corrediza. El piso del compartimiento oscuro esta hecho con una rejilla con
barras de acero de 0.3 cm de didmetro, separadas a una distancia de 1.2 cm

(Prathiba y Karanth, 1996; Eidi et al., 2003).

=

Figura 5.1 Aparato de Evitacién Pasiva.
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5.4.3.2. Prueba de evitacion pasiva

Se evalué la actividad nootrépica del piracetam, la carbamacepina y el DP2
por separado. Posteriormente se evalué la actividad nootropica de la
administracion simultanea del piracetam y el DP2 con carbamacepina. El trabajo
experimental se realizé con grupos de 10 animales.

Los farmacos a evaluar y el control se administraron por via i.p. 30 minutos antes
de iniciar la prueba.

Fase de adquisicion o aprendizaje: El experimento se desarrollé6 en un cuarto
semiobscuro. La prueba se inici6 al colocar al animal en el compartimiento
iluminado, al transcurrir 10 segundos la puerta corrediza que se encuentra entre
ambos compartimientos se abrio, dejando el libre acceso al compartimiento
oscuro, una vez que el raton entrdo a dicho compartimiento, se cerré la puerta
automaticamente y se le aplicé un estimulo por medio de un choque eléctrico de
0.3 mA de intensidad durante 2 segundos. Se midi6 el tiempo de latencia inicial,
que es el tiempo que tardo el raton en pasar del compartimiento iluminado al
oscuro. Los animales que tardaron mas de 100 segundos en entrar al
compartimiento oscuro, fueron eliminados de la prueba. (Mainberg-Aiello et al.,
2000).

Después de la aplicacion del estimulo (choque eléctrico), se retiré al animal
del compartimiento oscuro y se le administr6 Escopolamina (1 mg/kg) con la

finalidad de inducirles amnesia.
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Fase de retencion: Al siguiente dia (24 horas después), se llevo a cabo la
prueba de retencion para la determinacioén de la memoria a largo plazo. Se coloco
el raton en el compartimiento iluminado y se midié el tiempo de latencia que tardd
el raton en entrar al compartimiento oscuro. La prueba finalizé cuando el animal
entré al compartimiento oscuro, o bien, si permanecié por mas de 420 segundos
(criterio de retencién) en el compartimiento iluminado. Durante esta etapa de la

prueba, no se aplico el choque eléctrico.

5.4.3.3. Andlisis estadistico

Para la evaluacion del efecto nootropico de cada compuesto solo o en
combinacion se utilizé un disefio de dos factores (dosis y latencia de respuesta),
por lo que los resultados obtenidos se analizaron por medio del andlisis de
varianza de dos vias (dosis y latencia de respuesta), seguida por la prueba de
Holm-Sidak para la comparaciéon mdultiple de los diferentes pares de datos. Se

consideraron diferencias significativas para una p<0.05.

5.4.4. Perfil neurofarmacolégico

5.4.4.1. Evaluacion del efecto miorelajante

Se trabaj6é con grupos de 6 ratones por cada dosis. Como control positivo se
utilizé el diacepam (2 mg/kg). El entrenamiento consistidé en colocar a los ratones
sujetos con sus patas delanteras a la barra de acero inoxidable de 2 mm de
diametro, que se encontraba a una altura de 40 cm (Figura 5.2), sélo se
seleccionaron a los animales que lograron sostenerse durante 30 segundos a la

barra (tiempo 0).
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Figura 5.2 Barra elevada.

Una vez concluido el entrenamiento, se registr6 el tiempo 0, y se les
administré el compuesto a evaluar via i.p., midiendo el efecto cada 10 minutos
durante las dos primeras horas, después cada 30 minutos hasta completar cuatro
horas (Oliva et al., 2004). El andlisis estadistico, se realizé por medio de un
andlisis de varianza de una via, seguida de la prueba de la prueba de Tukey. Se

consideraron diferencias significativas para una p<0.05.

5.4.4.2. Evaluaciéon de la coordinaciéon motora

Se trabajo con grupos de 6 animales por cada dosis a evaluar. Como control
positivo se uso el diacepam (2 mg/kg). El entrenamiento consistié en colocar a los
ratones en el rodillo (4 cm de didmetro) del rotarod (Figura 5.3), a una velocidad

de 16 rpm durante 120 segundos (tiempo 0).
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Figura 5.3 Rotarod.

Los ratones que no lograron cumplir con este tiempo fueron excluidos de la
prueba. Una vez concluido el entrenamiento, se registré el tiempo 0 y se les
administré el compuesto a evaluar via i.p., midiendo el efecto cada 10 minutos
durante las dos primeras horas, después cada 30 minutos hasta completar cuatro
horas (Oliva et al., 2004). El andlisis estadistico, se realiz6 por medio de un
analisis de varianza de una via, seguida de la prueba de la prueba de Tukey. Se

consideraron diferencias significativas para una p<0.05.

5.4.4.3 Evaluacién del efecto sedante

Se trabaj6é con grupos de 8 ratones por cada dosis. El farmaco de prueba se
administré por via i.p. 30 minutos antes de iniciar la prueba. El ratén se coloco
dentro del cilindro de vidrio (11 cm de didmetro, 16 cm de altura; Figura 5.4), se

registré el nimero de levantamientos realizados durante un periodo de 5 minutos.
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Una disminucion en el nimero de levantamientos es indicativo del efecto
sedante (Ugalde et al., 2005). El analisis estadistico, se realiz6 por medio de un
analisis de varianza de una via. Se consideraron diferencias significativas para

una p<0.05.

% 11cm ﬁ

16 cm

Figura 5.4 Cilindro de exploracion.

5.4.4.4. Evaluacién del efecto anticonvulsivante

Se trabajaron con grupos de 8 animales por cada dosis. Se inici6 administrando a
los ratones via i.p. el farmaco a evaluar 35 minutos antes de administrar via i.p.
una dosis de 80 mg/kg de pentilentetrazol (PTZ), los animales se colocaron en una
caja de plastico para determinar la ocurrencia de la convulsion clénica, ténica y
muerte, se registrd el tiempo en que se presenta cada uno de estos eventos
(Gonzalez-Trujano et al., 2001). El analisis estadistico, se realizdé por medio de un
analisis de varianza de una via. Se consideraron diferencias significativas para

una p<0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUCION
6.1. Sintesis organica

Para la sintesis del DP2 [(+)-2-(1-0x0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida],
se sintetizaron tres compuestos intermediarios, el primero se preparo a partir del
anhidrido ftalico y la (x)-alanina que en presencia de piridina dio lugar a el compuesto
sélido de color blanco (+)-2 con un rendimiento del 98% (53.6 g), su punto de fusion
fue de 167-168 °C, el cual fue consistente con el reportado en la literatura (Reyes,
1999). El compuesto (+)-2 en presencia del cloruro de tionilo se formo el cloruro de
acilo correspondiente y mediante la adicion de metanol se obtuvo el éster (+)-3, con
un rendimiento del 79% (15.4 g), su punto de fusion se observé en un rango de 66-67
°C, mismo que se reporta en la literatura (Reyes et al., 1999). El compuesto (+)-3, asi
obtenido, se sometié a una reaccion de reduccién empleando zinc en acido acético
saturado de cloruro de hidrégeno, para obtener la isoindolinona (+)-4, como un liquido
incoloro, con un rendimiento del 88.5% (10.9 g) (Castillo y Medina, 2005). Finalmente
el compuesto (+)-4 fue sometido a una reaccion de amonodlisis, la cual dio lugar a la
amida racémica DP2, con un rendimiento del 96.8% y un punto de fusioén de 188.2-
189.5 °C. La caracterizacion de DP2, se hizo mediante el andlisis de espectrometria
de masas (EM), resonancia magnética nuclear de carbono trece (RMN **C) y de
hidrégeno (RMN 'H). En el EM se muestra el fragmento m/z 204 que corresponde al
peso molecular de DP2. En el espectro de IR, se observan las bandas caracteristicas
de los grupos N-H de la amida en 3320 y 3168 cm™, el C=0 de amida en 1658 cm™ y
el C=0 de la lactama en 1693 cm™ presentes en el compuesto. En el espectro de
RMN 'H muestra sefiales anchas en 5.40 y 6.40 ppm, que corresponden a los

hidrégenos de la amida primaria formada. En espectro de RMN "*C el nimero de
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sefiales en el espectro corresponde con el nimero de carbonos presentes en la
molécula.
Los espectros de infrarrojo, resonancia magnética nuclear y masas se muestran

en el apéndice.

6.2. Evaluacion farmacoloégica
6.2.1. Efecto nootrépico

La evaluacion del efecto nootrépico se realizé por medio del modelo de evitacion
pasiva, usando como farmaco inductor de amnesia a la escopolamina. Los resultados
obtenidos para el (+)-2-(1-oxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2), el
piracetam y la carbamacepina se muestran en el Cuadro 6.1, en donde se observo
gue en el grupo control tratado con soluciéon salina hubo diferencia significativa
(p<0.05) entre la fase de entrenamiento (latencia inicial) y durante la prueba de
retencion (a las 24 horas), indicando asi, que los ratones recordaron de manera
natural el estimulo nocivo aplicado. El grupo control tratado con escopolamina (1
mg/kg), no mostro diferencia significativa entre la latencia inicial y el determinado a las
24 horas confirmando que este farmaco a la dosis administrada produjo el efecto
amnésico esperado, este resultado concuerda con lo se reporta para la escopolamina
cuando se usa como modelo en la busqueda de farmacos que puedan retardar o
atenuar la perdida de la memoria (Kang et al., 2003; Manetti et al., 2000; Drago et al.,
1990), ya que este compuesto actia como antagonista muscarinico que deteriora el

aprendizaje y la memoria en humanos y roedores (Kang et al., 2003).
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Cuadro 6.1 Efecto nootrépico del DP2, piracetam y carbamacepina en la prueba de
evitacion pasiva en ratones, usando escopolamina (Esc) como farmaco inductor de
amnesia.

Farmaco (mg/kg) Tiempo de latencia (s)
Inicial 24 horas A Diferencia de latencia (s)
Control SSI-SSI 11.71+1.10 45.03£7.57* 33.32
Control SSI-Esc 12.04 £1.25 14.10+1.09 2.06
DP2 (0.1) 13.62+3.81 178.68 + 54.44* 165.06
DP2 (0.3) 9.64+1.48  96.69 + 42.68* 87.05
DP2 (1.0) 8.60 +0.88  66.18 + 20.89* 57.58
DP2 (10) 1243+ 2.01 84.92 +£21.95* 72.49
DP2 (100) 9.43+1.72 16.24 +5.18 6.81
Piracetam (10) 1460 +5.01 39.27 +11.47 24.67
Piracetam (30) 11.62 +1.13 66.07 + 18.02* 54.45
Piracetam (56) 9.82+1.79 18.83+3.41 9.01
Piracetam (100) 9.05+1.18 40.14 + 5.59* 31.09
Carbamacepina (5) 10.57+1.68  18.47 +3.57 7.9
Carbamacepina (10) 15.85+3.07 28.27 +7.32 12.42
Carbamacepina (30) 10.51+1.30 30.18+5.78 19.67

* P < 0.05 con respecto al grupo control tratado con escopolamina. SSI = Solucion
salina isotonica.
En las dosis evaluadas del DP2, sélo la de 0.1, 0.3, 1.0 y 10 mg/kg, mostraron
diferencias significativas en el periodo de latencia entre la fase de entrenamiento y la

de retencion. Con la dosis de 100 mg/kg, no se observo dicha diferencia.
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Por otra parte, al comparar los tiempos de latencia determinados a las 24 horas
para cada una de las dosis, respecto al grupo control de escopolamina, se observé
diferencia significativa (p<0.05) con excepcion de la dosis de 100 mg/kg. Los
resultados anteriores demostraron que la amnesia producida por la escopolamina no
afectaron el aprendizaje ni la memoria de los ratones cuando se les administro el
DP2. El efecto maximo observado para este compuesto, se presento a la dosis de 0.1
mg/kg y que conforme se incremento la dosis el efecto nootrépico se redujo hasta
anularse como se observé con la dosis de 100 mg/kg (Figura 6.1). Este efecto
bifasico o en forma de U invertida es comun en la prueba de evitacion pasiva y en
general en compuestos con actividad nootropica (Drago et al., 1990; DeNoble et al.,
1990; Pinza et al., 1993).

Los resultados que se obtuvieron al evaluar al piracetam (farmaco de referencia)
también se muestran en el cuadro 6.1, en esta se observé que en la dosis de 30 y
100 mg/kg hubo diferencia significativa (p<0.05) entre el periodo de latencia inicial y el
determinado a las 24 horas, con las dosis de 10 y 56 mg/kg no se presento esta
diferencia.

Las dosis de 30 y 100 mg/kg del piracetam al compararse con el lote control
tratado con escopolamina a las 24 horas, presentaron diferencia significativa (p<0.05),
indicando que el piracetam a esas dosis revirtié el efecto amnésico producido por la
escopolamina (Figura 6.2). El efecto maximo de este farmaco se observé a la dosis
de 30 mg/kg. Estos resultados fueron consistentes a lo reportado por Manetti y
colaboradores (2000). Ellos encontraron que el piracetam muestra una dosis activa

minima de 30 mg/kg y que es totalmente inactiva a la dosis de 10 mg/kg.
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Figura 6.1 Efecto nootrépico del DP2. S
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Figura 6.2 Efecto nootropico del piracetam. S8 = Solucion salina isoténica. Cada barra
representa el valor de la media + EEM de 10 repeticiones. *p<0.05, respecto al grupo
tratado con escopolamina.
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ElI DP2 a las dosis de 0.1, 0.3, 1 y 10 mg/kg fueron mas efectivas (178.68 +
54.44 s, 96.69 + 42.68 s, 66.18 £ 20.89 sy 84.92 + 21.95 s) y mas potentes que el
piracetam 30 y 100 mg/kg (66.07 = 18.02 s y 40.14 + 5.59 s). Estructuralmente el
DP2 a diferencia del piracetam presenta un anillo bencilico condensado con el
anillo 2-oxopirrolidina y un alargamiento en la cadena alquilica por la inclusion de
un carbono que es el que le confiere quiralidad a la molécula. La actividad
nootropica que presento el DP2 se atribuye primero a que mantiene una relacion
estructural con el anillo 2-pirrolidona que es el que se relaciona directamente con
la actividad nootropica (Pinza et al., 1993; Gualtieri et al., 2002). El incremento de
la actividad y la potencia podria estar relacionado con la rigidez estructural que
presenta la molécula por la condensacibn de los dos anillos. Pinza y
colaboradores (1993), obtuvieron una serie de compuestos biciclicos, que
mostraron ser mas potentes y eficaces que el oxiracetam. En una revision hecha
por Gualtieri y colaboradores (2002), encontraron que compuestos que contiene el
anillo 2-oxopirrolidina condensados con un anillo aromatico como la linopirdina o el
T82 (un analogo del donepezil) mostraron tener actividad nootrépica.

En cuanto a la evaluacion del efecto nootropico de la carbamacepina, los
resultados que se obtuvieron se muestran en el cuadro 6.1, en donde se observo
que la dosis de 30 mg/kg tuvo un ligero incremento en el tiempo de latencia entre
la fase inicial y a las 24 horas pero no fue estadisticamente significativo. Al
comparar este grupo con el control de escopolamina, tampoco muestra diferencia
significativa, indicando de esta manera que la carbamacepina no presenté efecto

nootrépico (Figura 6.3).
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Figura 6.3 Efecto nootropico de la carbamacepina. S = Solucién salina isotonica.
Cada barra representa el valor de la media + EEM de 10 repeticiones. *p<0.05,
respecto al grupo tratado con escopolamina.
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Estos resultados obtenidos no fueron consistentes de acuerdo a lo reportado
por Rostock y Siegmund (1993), ellos encontraron que la administracion aguda de
carbamacepina, mejord la memoria de las ratas en la prueba de Evitacion Activa
con un efecto “nootrépico”. Otros estudios, reportaron cambios en el aprendizaje y
la memoria por la administracion cronica de carbamacepina a las dosis de 20 y 40
mg/kg en el modelo de Evitacién Pasiva (Step-down passive avoidance) y el
Laberinto T (T-Maze) (Sudha et al., 1995), sin embargo hay que destacar que los
modelos usados por estos autores no hacen uso de farmacos como la
escopolamina para la induccién de amnésia, por lo que podria sugerirse una
posible interaccién entre la carbamacepina y la escopolamina cuando se evalla en
este modelo, mostrando finalmente la ausencia de el efecto nootropico. Otras
observaciones realizadas indican que la administracion aguda de la
carbamacepina a concentraciones terapéuticas (25 mg/kg) incrementan los niveles
de serotonina totales y extracelulares en el hipocampo (Okada et al., 1998), en
funcion a esta evidencia, se encontrd en un trabajo realizado por Meneses (1999),
que un incremento agudo en la liberacién de serotonina, deteriora el aprendizaje y
la memoria y que la reduccién de la funcion de este sistema puede mejorar estos
procesos. Si asumimos que la carbamacepina se usa en el tratamiento de
desordenes de tipo bipolar y depresion y que este actia incrementando los niveles
de serotonina, esto explicaria el por que, los grupos tratados con carbamacepina a
diferentes dosis, mostraron un comportamiento similar al de la escopolamina

(efecto amnésico), sin embargo estas observaciones requieren de mas estudio.

46



“Sintesis de (x)-2-(1-o0x0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2) y evaluacién de su actividad
nootrépica en presencia y ausencia de carbamacepina”

Por dltimo, los resultados que se obtuvieron en el estudio del efecto

nootropico de la administracion simultanea de DP2

y de piracetam con

carbamacepina se resumen en la tabla 6.2 y se presentan graficamente en las

Figuras 6.4y 6.5.

Cuadro 6.2 Efecto nootropico de la administracion simultanea del DP2 y el piracetam con la
carbamacepina (C) en la prueba de evitacion pasiva en ratones, usando escopolamina

(Esc) como farmaco inductor de amnesia.

Farmaco (mg/kg)

Tiempo de latencia (s)

Inicial 24 horas A Diferencia de latencia
(s)
Control SSI-SSI 11.71+1.10 45.03 £ 7.57* 33.32
Control SSI-Esc 12.04£1.25 14.10 £ 1.09 2.06
Control C(30)-SSI 16.87 £ 3.30 20.56 + 3.30 3.69
DP2 (0)+C (30) 15.29+2.35 17.07 +£5.15 1.78
DP2 (0.1)+C (30) 20.35+4.67  15.29 +2.64 -5.06
DP2 (0.3)+C (30) 14.60 +4.45  10.89+1.97 -3.71
DP2 (1.0)+C (30) 15.16 + 4.03 15.30 + 3.03 0.14
DP2 (10)+C (30) 8.07 +1.07 10.70 + 2.10 2.63
Piracetam (0)+C (30) 10.66 + 2.66 13.53 +3.13 2.87
Piracetam (10)+C (30) 29.19+12.00 15.04 + 3.83 -14.15
Piracetam (30)+C (30) 15.46 + 3.00 15.54 + 4.44 0.08
Piracetam (56)+C (30) 15.86 + 3.96 15.78 £+ 4.84 -0.08
Piracetam (100)+C (30) 17.28 + 4.46 20.57 £7.30 3.29

* P < 0.05 con respecto a los ratones tratados con escopolamina. SSI = Solucién salina

isotonica.
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Figura 6.4 Efecto nootrdpico de la administracion simultanea del DP2 y la carbamacepina.
S = Solucién salina isoténica, E = Escopolamina, C = Carbamacepina (30 mg/kg). Cada
barra representa el valor de la media + EEM de 10 repeticiones. *p<0.05, respecto al
grupo tratado con escopolamina.
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Figura 6.5 Efecto nootrépico de la administracion simultdnea del piracetam y la
carbamacepina. S = Solucién salina isoténica, E = Escopolamina, C = Carbamacepina (30
mg/kg). Cada barra representa el valor de la media =+ EEM de 10 repeticiones. *p<0.05,
respecto al grupo tratado con escopolamina.
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En esta tabla se observa que ademas del los controles de solucion salina y
de escopolamina, se incluyé un grupo control de carbamacepina (30 mg/kg)-
salina, en donde la administracion de la carbamacepina se llevo a cabo como
compuesto a evaluar y la solucion salina se aplic6 como vehiculo de la
escopolamina, en este grupo control no se observo diferencia significativa
(p<0.05), en el periodo de latencia inicial y el determinado a las 24 horas, siendo
su comportamiento similar al observado en el control de escopolamina. Por otra
parte, al administrase simultaneamente el DP2-carbamacepina (Figura 6.4) y
piracetam-carbamacepina  (Figura 6.5), no se observaron cambios
estadisticamente significativos en el periodo de latencias entre la inicial y a las 24
horas, tampoco respecto al control de escopolamina observandose la anulacion
del efecto nootrépico en ambos compuestos.

La anulacién del efecto nootrépico del DP2 del y piracetam, se debid
posiblemente a la accion de la carbamacepina, ya que se ha observado que
farmacos de tipo nootropo como el oxiracetam no revierten el deterioro de la
evitacion adquirida inducido por antidepresores de tipo triciclico (Sansone et al.,
1995). Pavone y colaboradores (1997) concuerdan con otros estudios previos, que
los antidepresores triciclicos deterioran la adquisicion en la evitacion activa y que
suprime la respuesta de evitacion en animales bien entrenados. En el supuesto
caso que la carbamacepina actuara de forma parecida a estos antidepresores por
su parecido estructural (Florez, 1994), entonces se explicaria la anulacién del
efecto nootropico, ya que estos compuestos actian como antagonistas

colinérgicos (Baldessarini, 1993), y al interactuar con la escopolamina (antogonista
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colinérgico) que deteriora el aprendizaje y la memoria (Kang et al., 2003) pudo
haber potenciado los efectos de esta ultima.

Por lo anterior, en este estudio se logré obtener un compuesto sintético mas
potente y eficaz que el piracetam, en cuanto a la evaluacion de la administraciéon
simultanea con la carbamacepina no se presenté el incremento en el efecto

nootrépico del DP2 ni del piracetam pero si se observo su anulacion.

6.2.2. Perfil Neurofarmacolégico

Para la evaluacién del perfil neurofarmacolégico del DP2, piracetam y
carbamacepina, se realizaron las pruebas de la barra elevada para medir el efecto
de la actividad miorelajante, la prueba de rotarod para medir el efecto sobre la
coordinaciéon motora, el modelo del cilindro de exploracion para evaluar el efecto
sedante y por ultimo el efecto anticonvulsivante por medio del modelo de induccién
de convulsiones por PTZ.

La Figura 6.6, muestra los resultados obtenidos en la evaluacion de la
relajacibn muscular en la prueba de traccion para el DP2 (0.1-10 mg/kg). En la
grafica se observo que hay una ligera disminucién en el tiempo que duran los
animales sujetos a la barra en la dosis de 0.3 mg/kg, sin embargo, esta diferencia
no es significativa con respecto al grupo control tratado con solucion salina. Con el
diacepam a la dosis de 2 mg/kg (control positivo), mostr6 cambios significativos
(p<0.05), respecto al grupo tratado con solucion salina, durante los primeros
cuarenta minutos. EI DP2 a las dosis evaluadas, no tuvo efecto miorelajante,
situacion similar se pueden apreciar en los resultados obtenidos para el piracetam

y la carbamacepina en esta prueba (Figura 6.7 y 6.8).
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Figura 6.6 Efecto de la actividad miorelajante del DP2. Cada punto representa el valor de
la media + EEM de seis repeticiones. *p<0.05, respecto al grupo tratado con solucion
salina.
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Figura 6.7 Efecto de la actividad miorelajante del piracetam. Cada punto representa el
valor de la media + EEM de seis repeticiones. *p<0.05, respecto al grupo tratado con

solucioén salina.
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Figura 6.8 Efecto de la actividad miorelajante del la carbamacepina. Cada punto
representa el valor de la media + EEM de seis repeticiones. *p<0.05, respecto al grupo
tratado con solucién salina.

Las figuras 6.9, 6.10 y 6.11, muestran los resultados obtenidos en la prueba
de rotarod, para el DP2, el piracetam y la carbamacepina, en estas no se
observaron diferencias significativas durante el tiempo transcurrido de prueba,
respecto al grupo control tratado con solucion salina mientras que el diacepam si
tuvo efecto sobre la coordinacién motora ya que hubo una disminucién en el
tiempo en que permanecieron los ratones caminando sobre el rotarod,

observandose diferencia significativa (p<0.05), durante los primeros 30 minutos.
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Figura 6.9 Efecto de la coordinacién motora del DP2. Cada punto representa el valor de
la media + EEM de seis repeticiones. *p<0.05, respecto al grupo tratado con solucion
salina.
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Figura 6.10 Efecto de la coordinaciobn motora del Piracetam. Cada punto representa el
valor de la media + EEM de seis repeticiones. *p<0.05, respecto al grupo tratado con
solucion salina.
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Figura 6.11 Efecto de la coordinacion motora de la carbamacepina. Cada punto
representa el valor de la media + EEM de seis repeticiones. *p<0.05, respecto al grupo
tratado con solucién salina.
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Los resultados en la prueba del cilindro de exploracion, para el DP2, el
piracetam y la carbamacepina se muestran en las Figuras 6.12 y 6.13. Los tres
compuestos a las dosis evaluadas, no presentaron disminucion en el numero de
levantamientos respecto al grupo control de solucion salina, lo cual indica que los

compuestos a esas dosis no presentaron efecto sedante.
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Figura 6.12 Efecto sedante del DP2. Cada barra representa el valor de la media £ EEM
de ocho repeticiones.

58



““Sintesis de (x)-2-(1-oxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2) y evaluacién de su actividad
nootrépica en presencia y ausencia de carbamacepina”

70

60 - T

J 7

40

SRRRRY
RRXRRK:

<P

%

,.
35S
1%

30 A

’v
X
9

XX

‘:’:
%

b%al

%

XXX
00ss
929

,v
!
9

NuUmero de levantamientos
929299

20 -

Sos%

XXX
0
92929

XXX
00t
9292

10 A

XXX X
SRS
KKK

XXX
5
95924

.,.
X
0
R

=
o

%

XX

l T T T
0 10 30 56

Piracetam (mg/kg)

NiUmero de levantamientos

70 -

60 -

50 -

40 A

30

20 -

10 A

T
5 10
Carbamacepina (mg/kg)

T
30

Figura 6.13 Efecto sedante. A piracetam, B carbamacepina. Cada barra representa el

valor de la media + EEM de ocho repeticiones.

59



“Sintesis de (x)-2-(1-o0x0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)propanamida (DP2) y evaluacién de su actividad

nootrépica en presencia y ausencia de carbamacepina”

Por dltimo se evalud el efecto anticonvulsivante del DP2 y el piracetam Las

Figuras 6.14 y 6.15, muestran que no existe diferencia significativa entre los

grupos tratados con los compuestos respecto al grupo control, por lo que no tuvo
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Figura 6.15 Efecto anticonvulsivante del piracetam, A ténico, B clonico. Cada barra

representa el valor de la media + EEM de ocho repeticiones.

La carbamacepina no se evallo en esta prueba, debido a que existe evidencia

suficiente que reporta que la carbamacepina no protege de las convulsiones

inducidas en este modelo (Loscher, 1998; Deckers et al., 2000).
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7. CONCLUSIONES

De este trabajo se desprenden las siguientes conclusiones:

1. El compuesto sintetizado (+)-2-(1-ox0-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-
ilpropanamida [DP2], presentd mayor efecto nootrépico que el piracetam.

2. La carbamacepina no presento efecto nootropico en el modelo usado de
Evitacion pasiva.

3. El efecto nootrépico del piracetam y el DP2 fue revertido por la posible
interaccién entre la carbamacepina y la escopolamina.

4. En la evaluacion del perfil neurofarmacoldgico el piracetam, el DP2 y la
carbamacepina a las dosis evaluadas, no mostraron tener efecto sobre la
relajacibn muscular, coordinacién motora y no presentaron efecto sedante.
El piracetam y el DP2, no inhibieron las convulsiones en el modelo de
pentilentetrazol.

Con base en lo anterior, la sintesis del derivado del piracetam DP2, pueden
ser un farmaco con posible utilidad en el tratamiento de las disfunciones de la
memoria, sin embargo se requiere de mas estudios en cuanto a la evaluacion en
otros modelos de memoria que nos permitan tener mas informacién acerca de su
actividad. En cuanto al efecto que tuvo la carbamacepina y la escopolamina sobre
la actividad nootrépica del DP2 y del piracetam se sugiere que se realice el
experimento usando a la carbamacepina como farmaco inducidor de amnésia con

la finalidad de explorar el efecto que tiene sobre estos compuestos nootrépicos.
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Espectrometria de masas.

Food and Drug Administration.

Histamina.

Espectroscopia de Infrarrojo.

Memoria a corto plazo.

Memoria a largo plazo.

N-metil-D-aspartato.

Pentilentetrazol.

Resonancia Magnética Nuclear.

Sistema Nervioso Central.
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GLOSARIO

Ansiedad. Es un estado de inquietud o angustia.

Ansiolitico. Producto farmacolégico indicado para reducir la angustia o la
ansiedad.

Aprendizaje. Es un cambio adaptativo en el comportamiento debido a una
experiencia.

Convulsion. Contraccioén involuntaria de los musculos del cuerpo.

Convulsion clénica. Multiples sacudidas ritmicas de todas las partes del cuerpo,
con pérdida de la conciencia.

Convulsion tonica. Violentas contracciones musculares rigidas que fijan las
extremidades en alguna posicidn de tensién con pérdida de la conciencia.

Cromatografia. Método para separar los componentes de una mezcla por su
adsorcion preferencial sobre diversas superficies.

Eficacia. Efecto farmacoldgico que produce una dosis del farmaco.

Epilepsia. Es una enfermedad crénica de etiologia diversa que se caracteriza por
la presencia de episodios criticos recurrentes denominados crisis convulsivas.

Espectroscopia molécular. Es el proceso experimental que consiste en medir las
frecuencias de radiacion absorbidas o emitidas por sustancias especificas y
después correlacionar dichas frecuencias con estructuras moleculares dadas.
Farmaco. Toda sustancia natural, sintética o biotecnoldgica que tenga alguna
actividad farmacolégica y que se identifique por sus propiedades fisicas, quimicas
0 acciones biologicas, que no se presente en forma farmacéutica.

Nootrépico. Farmacos que aumentan el rendimiento mental.

Potencia. Dosis minima en la que se observa la actividad terapéutica.

Quiralidad. Propiedad que poseen algunos estereocisbmeros por ser imagenes
reflejadas uno del otro que no pueden sobreponerse.
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Reaccién de esterificacion. Reaccion organica en la que se combina un acido
carboxilico y un alcohol para formar un éster y agua.

Reaccion de sustitucion. Reaccidén organica en la que un atomo o grupo de
atomos reemplaza a otro atomo.

Sedante. Farmacos que provocan suefio y reducen la ansiedad.

Segundo (s). Unidad de tiempo del Sistema Internacional, sexagésima parte de
un minuto.
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