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Resumen.

El presente trabajo de investigacion desarrolla la sintesis y caracterizacion quimica de un grupo de dos
compuestos pertenecientes a una familia de ligandos nitrégeno-sulfurados (acido 2-
(bencilamino)ciclopent-1-enoditiocarboxilico 'y acido 2-[2-(3,4-dimetoxifenil)etanol]ciclopent-1-
enoditiocarboxilico, cuya sintesis y caracterizacion ha sido previamente reportada. Estos compuestos se
caracterizaron mediante espectroscopia vibracional infrarroja (IR-FT) y espectroscopia de absorcion
electronica. También se estudiaron tres compuestos pertenecientes a la familia de las hidantoinas (5,5-
difenilhidantoina (HTAL), 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (HTAZ2), 5,5-difenil-2-tiohidantoina)
(HTA3). Asi mismo, se desarrollaron una serie de bioensayos en ratones BIO:NMRI pertenecientes al
bioterio de la Universidad de Los Andes a fin de verificar la actividad anticonvulsionante de los
compuestos anteriormente mencionados, las convulsiones en los roedores fueron inducidas
qguimicamente con pilocarpina, en este ensayo biolégico se estudié el tiempo, duracién y manifestacion
de dichas convulsiones, siendo los compuestos 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (HTAZ2), 5,5-difenil-
2-tiohidantoina (HTA3) y el acido 2-[2-(3,4-dimetoxifenil)etanol]ciclopent-1-enoditiocarboxilico
favorables contra los ataques convulsivos, ya que reducen las convulsiones e intensidad de las mismas.
Los ensayos bioldgicos se realizaron siguiendo los protocolos establecidos para la investigacion en
animales de laboratorio y los criterios bioéticos establecidos.

Palabras clave: Ligandos nitrogeno-sulfurados, hidantoinas, bioensayos, roedores BIO:NMRI,
anticonvulsionante.
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Abstract.
Synthesis and characterization of two compounds that belong to a nitrogen-sulfur ligands were
developed 2-(benzylamino)cyclopent-1-enecarbodithioic acid y 2-(3,4-

dimethoxyphenethyl)amino)cyclopent-1-enecarbodithioic acid based on a previously reported method.
Both compounds were successfully characterized by FT-IR and absortion spectroscopy UV-Vis.
Anticolvulsivant activity for these compounds were compared to another three of an a hidantoinic
series (5,5-difenilhidantoina (HTA1L), 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (HTAZ2), 5,5-difenil-2-
tiohidantoina) (HTA3) using mice BIOU:NMRI from Universidad de Los Andes Bioterio for the
bioessays. Convulsions were chemically induced to the mice using pilocarpine. Initial time, time lapse
and physical manifestation were evaluated showing optimum results for 5-(4-metilfenil)-5-
fenilhidantoina  (HTA2),  5,5-difenil-2-tiohidantoina (HTA3) 'y el é&cido 2-[2-(3,4-
dimetoxifenil)etanol]ciclopent-1-enoditiocarboxilico against the induced convulsive attacks. All
bioesays were performed taking into account updated protocols and bioethics related to the research
and manipulation of laboratory animals.

Keywords: Nitrogen-sulfur ligands, hidantoins, bioesays, rodents, BIOU:NMRI, anticonvulsivant.
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1. Introduccion.

Desde la antigiedad el hombre ha acudido a la naturaleza para obtener sustancias quimicas con
aplicaciones de diversa indole — paliativas del dolor y sintomas de sus enfermedades, obtencién del
alimento, relaciones sociales y espirituales (estimulantes y alucindgenos) - entre muchos otros. Este
hecho ha permitido disponer a través del tiempo de una amplia informacion, que sometida a la
observacion y al método cientifico, ha dado lugar al planteamiento de ideas que han llevado a la
obtencion de medicamentos. En este orden, es importante resaltar que en la actualidad
aproximadamente la mitad de los productos que se disponen en la farmacopea son de origen natural, y
otros que han servido de modelos, sufren diferentes modificaciones en el laboratorio, encaminadas a
obtener compuestos mas efectivos y con menos efectos adversos que las originales.

En tal sentido, se ha planteado estudiar una familia de compuestos derivados de &cido 2-amino-1-
ciclopetenditiocarboxilico, con el objetivo de evaluar su posible actividad como farmacos
antiepilépticos. Estos compuestos se han sintetizado en el Laboratorio de Organometélicos del
Departamento de Quimica — ULA, para aprovecharlos como proligandos nitrégeno-sulfurados con
modos coordinativos tipo [NS]*, [N2S2]%, [SS]*, frente a metales de la primera y segunda serie de
transicion de la Tabla Periddica, sintetizando compuestos complejos del tipo [M(ID(NS)] vy
[M(IT)N2S2], donde M = Cr, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Pd [1]. Adicionalmente, es importante sefialar que
se escogio esta familia de compuestos en virtud de que tiene estructuralmente gran similitud con
medicamentos anticonvulsionantes como la fenitoina o, en general, la familia de las hidantoinas, razon
por la cual es posible proponer una interaccion similar con el neuroreceptor GABA, involucrado en el
proceso de excitabilidad neuronal.

La epilepsia — uno de los desordenes neurolégicos mas frecuentes —, tiene una prevalencia mundial del
1 % (mas de 60 millones de personas afectadas), y a su vez del total de personas afectadas, mas del 80
% de se da en los paises subdesarrollados. Se estima que entre un 25 % a 30 % de pacientes con dicha
patologia son farmacorresistentes, es decir, la terapia de farmacos no es efectiva en ellos. Ante esta
situacion, claramente surge la necesidad de desarrollar farmacos mas eficaces que no afecten la calidad
de vida de los pacientes [2].

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE por sus
siglas en inglés) definen esta enfermedad como: “una afeccion neuroldgica cronica, recurrente y
repetitiva, de fendmenos paroxisticos ocasionados por descargas de neuronas cerebrales de forma
desordenada y excesiva” y en general se puede decir que la epilepsia es un sindrome de desordenes
cerebrales del sistema nervioso central. La epilepsia afecta a personas de todas las edades, su incidencia
es mayor durante los primeros afios de vida y en personas de la tercera edad, pero inicia antes de los
veinte afios y en las tres cuartas partes de los casos, su inadecuado control puede conducir a un dafio
cerebral permanente o a trastornos del aprendizaje.

Los estudios preclinicos en animales tienen por objeto demostrar la eficacia y seguridad de un posible
farmaco, antes de su introduccién en voluntarios humanos. El éxito o fracaso de todo proyecto de
desarrollo de farmacos, depende de la validez del modelo bioldgico elegido para su evaluacion.

En los dltimos afios se ha desencadenado una corriente de opinién publica contraria al uso de los
animales en estudios experimentales. Sin embargo, aunque se han buscado, y en muchos casos
encontrado, alternativas a la experimentacion in vivo, hoy en dia continla siendo absolutamente
imprescindible la obtencion de datos a partir de los modelos animales. En general se recomienda que el
disefio de los experimentos se haga de tal manera que se consiga obtener el maximo de informacion
empleando el menor nimero de animales posibles. Ademas todo este tipo de estudios debe realizarse de
acuerdo con las buenas préacticas de laboratorio en lo que a condiciones de establecimiento y manejo de
animales se refiere [1] y siempre respetando los criterios de la bioética. En el presente estudio se
utilizarén ratones de la linea NMRI criados en las instalaciones del Bioterio de la Universidad de Los
Andes, lugar donde se desarrollaran todas las pruebas in vivo de las hidantoinas y los compuestos

derivados del acido 2-amino-1-ciclopetenditiocarboxilico como posibles agentes anticonvulsionantes.
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2. Marco teorico.
i) Los proligandos y otras moléculas de interés en quimica de coordinacion.

Se le denomina Proligando a todas aquellas moléculas (generalmente de naturaleza organica) que
poseen en su estructura molecular &tomos donadores que son preferentemente aquellos pertenecientes a
elementos representativos (bloque p de la Tabla Periddica) de entre los cuales destacan: el oxigeno,
nitrégeno, azufre y fosforo, seguidos por el carbono, cloro, fltor, entre otros (Fig. 1).

Desde la perspectiva de Lewis los proligandos actian como bases, donando pares de electrones a otras
especies como por ejemplo metales de transicion, los cuales a su vez funcionan como acidos, aceptando
dichos electrones en orbitales vacios formando los denominados aductos de Lewis. A partir de esta
interaccion se forma lo que conoce como el enlace covalente coordinado.

Figura 1. Elementos representativos que se encuentran como ligandos mas comunes.

Algunos proligantes tienen un unico atomo donador por lo que s6lo le es posible aportar un par
electrénico (ubicado en orbitales de enlace o de no-enlace), por tanto solo es posible observar un punto
coordinante. Tales proligantes se clasifican como monodentados (de un diente, en latin). Algunos de
los ligandos monodentados mas comunes son: proligandos anidnicos del grupo 17 de la Tabla

Periddica (F°, CI', Br’, I, proligandos nitrogenados RCN", ligandos oxigenados RO" , proligandos
sulfurados, SCN’y ligandos neutros como el NHs, el H20, o el CO. A los proligandos que tienen dos
puntos de enlace se le clasifica como Bidentados y a los que tienen mas de dos, se les llama de forma
general Polidentados.

Los proligandos Ambidentados tienen mas de un atomo donador pero solo enlazan por alguno de ellos
y nunca por ambos por lo que pertenecen al grupo de los Monodentados. Un ejemplo es el ion
tiocianato (NCS’), que puede unirse a un atomo metalico por medio del atomo de nitrogeno para
producir complejos de isotiocianato, o por medio del &tomo de azufre, para generar el tiocianato. Otro
ejemplo de proligando ambidentado es el ion nitrito NO2", donde el proligante es nitro cuando enlaza

por el nitrogeno: M-NO: y nitrito si enlaza por el oxigeno: M—ONO'. En la Fig. 2 se ilustra un ejemplo
de ligando ambidentado ion nitrito.
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Figura 2. Formas de coordinacién del ligando ambidentado NO2" : a) forma nitrito y b) forma nitro.

P

Los proligantes polidentados pueden pueden formar Quelatos (del griego “garra”), un complejo en el
cual un ligando una vez enlazado forma un anillo que incluye al atomo metalico. Un ejemplo de este
tipo de proligante quelato es la etilendiamina (en, NH2CH2CH2NH>), que forma un anillo de cinco (5)
miembros cuando los dos (2) atomos nitrogeno se enlazan al mismo tiempo al &tomo metalico. En la
Fig. 3 se pueden apreciar algunos de los quelatos més conocidos.

O
o (@)
_N

NH,
Etilendiamina (en) 1,10-fenantrolina (fen) Acetilacetonato (acac) Oxalato (0x)
N ‘v
HN P NH, "y o 0 o
| o I I 5
° o O—IT—O—FI’—O—I?—O
cod® | €Qo o o o
NH, coc® ) 0 O
Dietilentriamina (dien) Nitrilotriacetato (NTA) Tripolifosfato (TPP)
HOOC
_\N x Vo COOH
Hooc—/ N
\—COOoH
Porfirina Etilendiaminotetraacetato (EDTA)

Figura 3. Estructura de agentes quelantes mas comunes.

Una teoria cualitativa que nos permite determinar la accion de un proligando sobre un metal es la teoria
de &cidos y bases duras y blandas (ABDB) introducida por Ralph Pearson a principios de la década de
1960. En ella definié a los especies duras como aquellas de bajo radio atbmico o molecular poco
polarizables, y las especies blandas como aquellas de gran volumen molecular y altamente polarizables.
Segun estas definiciones los cationes AI** y Cr3* son é4cidos duros, mientras que ligandos como F,

NHs y H,0 son bases duras. Por el contrario, cationes metalicos como Hg?*, Ag* y Au* y ligandos que
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contienen fosforo, azufre y enlaces-n (por ejemplo CN™ y CO) son blandos. En la Tabla 1 se muestra un
listado de algunos acidos y bases duras y blandas.

Tabla 1. Algunos acidos y bases duras, intermedias y blandas.

Tipo Acidos Bases El resultado de
H* Li*, Na*, K*, Be?", esta teoria es la
Mg?*, Ca®*, Cr?*, . 2 - 0% SO2 PO - prediccion
Duros Al F-, OH, H;0, NHs, COs%, NO3, 0%, SO4Z, PO, ClOs P
Cr¥, AP, SOs, BF; preferencial de
R, un tipo de
Intermedi e ,CP%”' gg,g;r,Zn | NO,", SOs?Z, Br, N3, N2, CsHsN, SCN- enlace en un
ermedios , 502, BBIs 2,905, B, s, N2, LeMsi, proligandp:_
o A A T b “los acidos
Rlandos AN AU AG T, HY H-. R CN". CO. I. SCN". R+P. CsH=. R-S blandos se

unen, preferentemente, a las bases blandas y los acidos duros a las bases duras”. Esta regla, basada en
numerosas observaciones experimentales y en las definiciones fisicoquimica, es de gran utilidad para
estimar la estabilidad relativa de los complejos de metales de transicion, asi como el modo coordinativo
de dicha especie — para casos ambidentandos o polidentados — 0 en general entre un conjunto de
posibles ligandos [3].

ii) Proligandos nitrégeno-sulfurados.

Desde principio de la década de 1970 se han sintetizado una serie de ligandos que contienen nitrégeno
y azufre como atomo donadores de electrones para formar compuestos complejos mediante enlaces
covalentes coordinados. En 1968, Takeshima et &l estudiaron reacciones de compuestos de metilenos
activos con disulfuro de carbono en presencia de hidroxido de amonio ademas de sus reacciones con
ciclopentanona y cicloheptanona para la cual encontraron un intermediario de reaccion estable y
aislable antes de producirse la tiazina esperada. Este intermediario es el &cido 2-amino-ciclopenten-1-
ditiocarboxilico (acda) [4]. Una serie de tiazinas fueron preparadas a partir del acido acda en presencia
de morfolina (Fig. 4)

NH,

T I
0°C

IWCORZ NH,OH |[[H"]

NH; @T H,;N® o) NH TH NH TH SH NH
— H* c—Ss—s—cC
C%s [H] c\\\s = e
/—\ THF o I,
HN (8]
N/

Figura 4. Esquema de los procedimientos de sintesis utilizados por Takeshima et &l. Para obtener una serie homoéloga a
partir de ciclopentanona.
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En 1971, Bordas et al., sintetizaron una familia de este tipo de compuestos (Fig. 5); en el que hacen
reaccionar la ciclopentanona con disulfuro de carbono en presencia de alquilaminas, para obtener
derivados del acido 1-ciclopenteno-2-alquilamino-1-ditiocarboxilico. En este caso se estudiaron las
formas tautoméricas de aquellos compuestos obtenidos asi como también sus propiedades antiflngicas

[5].

NR

NR; N _
< | s i ” i ] SH
C/ c/// N

mnnnIT

Cc

SRz SR, SR,
(a) (b) (c)
Sy Hiumms
st_C/ \N—CHZCHE—N/ \\C—SRz
(d)

Figura 5. Compuestos sintetizados por Bordas et al., los grupos R1 y R, cambian desde metilos hasta butilos.

Desde 1999, Contreras et al. [6,7,8,9,10,11], en el Laboratorio de Organometalicos de La Universidad
de los Andes se han disefiado, sintetizado y caracterizado una familia de proligandos derivados del
acido 2-amino-ciclopenten-1-ditiocarboxilico (acdaH), tanto bidentados como tetradentados del tipo
[NS]?, [SSI?%, [N2S2]2 y sus respectivos complejos con metales de la primera y segunda serie de
transicion. Esta investigacion condujo a la obtencion de una serie de ligandos tipo N- y N,N"-alquil(2-
amino-1-ciclopentencarboditioato de metilo, etilo, propilo, butilo, alilo y bencilo (Fig. 6). Misal [12] y
Torres [13] han reportado también, la sintesis via microondas de este tipo de proligandos.
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Figura 6. Ligandos sintetizados por Contreras et &l [6,7,8,9,10,11].

En el 2000, Tofazzal et &l [14] estudiaron las propiedades del ligando nitrégeno-sulfurado S-
bencilditiocarbazato (Fig. 7), mostrando actividad antibacteriana y anti-cancerigena, especialmente
contra el melanoma (cancer de piel).
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H SCH,Ph
Ph \
N——-2C
\ _/ X
C‘) N
C N
Ph/ \N C/
H/ SCH,Ph

Figura 7. Ligando con propiedades anti-flingicas y anti-cancerigenas sintetizado por Tofazzal et al.

En la tabla 2 se muestran las representaciones graficas de los proligandos nitrégeno-sulfurados los
cuales seran objeto de estudio en el presente trabajo.

Tabla 2. Ligandos nitrégeno-sulfurados en estudio.

Farmaco Formula general Formula en 3D

acdabz
Acido 2-

NH
(bencilamino)ciclopent-1- "
enoditiocarboxilico
S

2-(benzylamino)cyclopent-1-
enecarbodithioic acid

1-enoditiocarboxilico

OH
HO.
acdadbz
Acido 2-[2-(3,4-
dimetoxifenil)etanol]ciclopent-
NH

:} _SH
S
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iii) Las hidantoinas.
Las hidantoinas (imidazolidin-2,4-dionas) son compuestos derivados de los a-aminoacidos y presentan
interesantes aplicaciones bioldgicas. Las hidantoinas muestran un gran potencial farmacologico para el
tratamiento de enfermedades neuroldgicas cronicas tales como la epilepsia [15], una enfermedad
cronica originada en la sustancia gris cerebral que afecta del 0,5 % al 2 % de la poblacién (cerca de
40.000 personas en EE.UU.), esta enfermedad es mé&s comdn en nifios y aln no existe una droga ideal
para el tratamiento de la misma, es por ello que existe una necesidad de abordar investigaciones en este
campo dirigidas al desarrollo de otras que permitan disminuir los sintomas de esta enfermedad.
Desde un punto de vista farmacologico, las hidantoinas son farmacos estabilizadores de membrana,
esto es, cambian la permeabilidad a los iones, en especial al sodio y al calcio, alterando la ATPasa de
membrana sodio/potasio dependiente, disminuyen el consumo de oxigeno cerebral inhibiendo la
potenciacion postetanica. Se entiende por potenciacion postetanica un incremento temporal de la
transmision en sinapsis del sistema nervioso central, después de una estimulacién rapida y repetida. Las
hidantoinas elevan el umbral de excitacion sinaptica y prolongan el periodo refractario. El efecto
estabilizador de membrana aparece en el sistema nervioso central y en el corazon. Las hidantoinas
inhiben la liberacién de neurotransmisores excitatorios (acido glutdmico) y facilitan la accion de los
neurotransmisores inhibitorios, presentando un efecto similar (mimético) al neuroreceptor GABA.
Las hidantoinas, en su calidad de farmacos, se absorben por via oral y se unen intensamente a las
proteinas plasmaéticas (70 % - 95 %), difundiéndose ampliamente por el organismo y atravesando la
barrera hematoencefélica.
La fenitoina o difenilhidantoina (Epanutin®) (Fig. 8) es probablemente uno de los farmacos mas
eficaces para tratar este tipo de enfermedades neuroldgicas, esta no afecta el umbral del estimulo (no
inhibe el comienzo de las descargas epilépticas), pero limita la propagacion de la actividad convulsiva.
Este farmaco es capaz de bloquear la potenciacion postetanica del foco (PPT) del mismo modo que la
carbamacepina (Tegretol®).

O

HN—{

0 NH

Figura 8. Estructura molecular de la fenitoina.

Se piensa que la accién anticonvulsiva de la fenitoina estd mediada principalmente por el bloqueo de
canales de sodio operados por voltaje. La fenitoina produce una inhibicién del canal de sodio
dependiente del voltaje (mejor en células despolarizadas) y también inhibe mejor los canales que se
abren y cierran continuamente. Por ello la fenitoina es selectiva a neuronas hiperexcitadas y en
concentraciones farmacoldgicas adecuadas no modifica la excitabilidad celular normal (solo la
modifica en concentraciones toxicas).

Aunqgue la fenitoina se une poco a canales de sodio en estado de reposo (cerrados), también tiene baja
afinidad por el estado abierto del canal y bloquea principalmente los canales cuando estan inactivos. No
se sabe la manera exacta por la cual la fenitoina bloquea canales de sodio inactivos, probablemente
evita que el canal pase al estado de reposo para que pueda volver a abrirse.

Este farmaco ayuda a aliviar los sintomas de la epilepsia pero posee efectos adversos en mujeres
embarazadas; ensayos clinicos en humanos han demostrado que la exposicion in Utero a la hidantoina
puede inducir actividad teratogénica, es decir, puede llegar a inducir malformaciones congénitas [15].
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En la tabla 3 se muestran las representaciones graficas de las hidantoinas y tiohidantoinas las cuales
seran objeto de estudio en el presente trabajo.

Tabla 3. Hidantoinas y Tiohidantoinas en estudio.

Farmaco Formula general Formula en 3D
H
o) N/
HTA 1 =0
(5,5-difenilhidantoina) N\
O
H
o N/
>:O
H,C
(5-(4-metilfenil)-5- \H
fenilhidantoina) O
H

0] N/
>:S
HTA 3 Q N
(5,5-difenil-2- \
tiohidantoina) O H
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iv) Enfermedades o trastornos neuroldgicos.

Los trastornos o enfermedades neuroldgicos son enfermedades del sistema nervioso central vy
periférico, esto es, del cerebro, la médula espinal, los nervios craneales y periféricos, las raices
nerviosas, el sistema nervioso autonomo, la placa neuromuscular, y los masculos. Entre esos trastornos
se cuentan la epilepsia, la enfermedad de Alzheimer y otras demencias, enfermedades
cerebrovasculares (accidentes cerebrovasculares), la migrafia y otras cefalalgias, la esclerosis multiple,
la enfermedad de Parkinson, las infecciones neuroldgicas, los tumores cerebrales, las afecciones
trauméticas del sistema nervioso tales como los traumatismos craneoencefélicos, y los trastornos
neuroldgicos causado por la desnutricion.

Los trastornos mentales, en cambio, son “enfermedades psiquiatricas”, es decir, enfermedades que se
manifiestan principalmente como trastornos del pensamiento, las emociones o el comportamiento, y
que causan malestar o una deficiencia funcional.

En la actualidad, cientos de millones de personas en todo el mundo sufren trastornos neurolégicos.
Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud [16], aproximadamente 6,2 millones de personas
mueren cada afio por accidentes cerebrovasculares, y méas del 80 % de estas muertes se producen en
paises de ingresos bajos o medianos. Mas de 50 millones de personas en todo el mundo tienen
epilepsia. Segun los calculos, unos 36 millones de personas en todo el mundo padecen demencia, y se
diagnostican 7,7 millones de casos nuevos cada afio (la enfermedad de Alzheimer es la causa mas
comun de demencia y puede contribuir con entre 60 % y 70 % de los casos).

a) La epilepsia. Generalidades.

Los términos: ataques, convulsiones, ictus, epilepsia, son sindbnimos que se utilizan para describir las
manifestaciones clinicas de una excesiva o hipersincronica actividad eléctrica de la corteza cerebral
[16].

La epilepsia es la tendencia del cerebro a presentar descargas eléctricas en forma desordenada,
interrumpiendo otras funciones. Presentar una convulsion no significa necesariamente que una persona
sufra epilepsia. La epilepsia es la tendencia constante a presentar convulsiones recurrentes debido a una
lesion permanente o a la inestabilidad intermitente de las vias eléctricas del cerebro.

El estado epiléptico (EE) se define como un estado convulsivo de duracion superior a los 30 minutos, 0
como una secuencia de crisis sin recuperacion total de la conciencia durante el periodo interictal® [17].
Las convulsiones repetidas en rachas se definen como dos o mas convulsiones que ocurren en un
periodo limitado de tiempo (minutos y horas), con recuperacion de conciencia entre los ataques. Con el
término epilepsia se indica un desorden cerebral crénico caracterizado por convulsiones recurrentes.
Las convulsiones de tipo epiléptico suelen ir acompafiadas por caracteristicos cambios
electroencefalograficos [18] (Fig. 9).

! Tiempo que transcurre entre una crisis y la siguiente.
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Figura 9. lIzquierda: electroencefalograma de una mujer de 35 afios normal, con dolores crénicos de cabeza. Derecha:
electroencefalograma de un nifio de 8 afios, durante una convulsién, la misma implica una abduccidn ténica y una extension

de ambos brazos [18].

Se puede decir que epilepsia es un conjunto de trastornos neuroldgicos cronicos que tienen en comun la
existencia de episodios repentinos y transitorios de descargas anormales y sincrénicas de un punto del
sistema nervioso central con o sin pérdida de la conciencia. Estos fendmenos se conocen con el nombre
de crisis 0 comicios y pueden ser de origen motor (convulsiones o mioclonos), sensitivos, autonémicos
o psiquicos (ilusiones, alucinaciones). Las convulsiones vendrian a ser episodios breves de
contracciones musculares que pueden afectar a una parte del cuerpo (convulsiones parciales) o a su
totalidad (convulsiones generalizadas). A veces se acomparia de perdida de la conciencia y de control
de los esfinteres [19].

b) Fisiopatologia de las convulsiones.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, las convulsiones se definen como una alteracion repentina de la
funcion del sistema nervioso central, a causa de una descarga eléctrica paroxistica de alto voltaje de
frecuencia elevada o de frecuencia baja sincrénica, causada por un defecto en el balance entre
mecanismos excitatorios e inhibidores del cerebro. La mayoria de estas descargas ocurren en el 16bulo
temporal misial, aunque también la epilepsia puede generarse debido a la agenesia® del cuerpo calloso
[19]. Para que las descargas eléctricas se generen y se propaguen, e€s necesario que aparezcan dos
mecanismos esenciales que provocan la crisis:

e Excitabilidad neuronal aumentada.
e Sincronizacion de una determinada poblacion neuronal.

De los mecanismos citados, la excitabilidad neuronal parece tener mayor importancia. En tal sentido, es
importante sefialar que la funcidén neuronal normal implica el mantenimiento de una diferencia de
potencial transmembrana de entre 60 - 80 mV, con negatividad intracelular, causada por las
concentraciones relativas de diferentes iones en los espacios intracelular y extracelular. La influencia

2 Malformacién o irregularidades en la region cerebral llamada cuerpo calloso, probablemente como resultado de una
alteracion en el desarrollo embrionario (teratogénica), que ocasiona la falta parcial o total del haz de fibras interhemisféricas
cerebrales.
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que recibe una neurona especifica puede provocar una despolarizacion de una membrana neuronal, que
provoca a su vez un cambio en su permeabilidad con una apertura selectiva de los canales i6nicos [20].
Si esta alteracion del ambiente celular implica solo un pequefio grupo de neuronas y no difunde en
otras areas cerebrales, el disparo de las neuronas origina una serie de descargas periodicas, con
incremento progresivo de su amplitud y frecuencia, que se pueden visualizar muy bien en el trazado
electroencefalografico.

c) Estatus epiléptico.

La Organizacion Mundial de la Salud denomina “estatus epiléptico” a una crisis epiléptica que Se repite
en un intervalo corto de tiempo o que son lo suficiente prolongadas como para condicionar un estado
epiléptico fijo y duradero. En la practica se valora como estatus epiléptico (EE) a las crisis epilépticas
que se prolongan durante més de 30 minutos o que se suceden sin recuperacion de la conciencia o del
estado neuroldgico previo [21, 22].

Todavia faltan muchos aspectos por comprender de la fisiopatologia del estatus epiléptico y se estima
que es poco probable que tenga un Unico mecanismo. A pesar de encontrar una extensa cantidad de
publicaciones acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos a partir de una crisis Unica, no hay clara
evidencia que explique la secuencia de eventos que lo producen. Los elementos claves del desarrollo
del estatus epiléptico incluyen un desequilibrio entre la excitabilidad e inhibicion neuronal con
alteracion de la comunicacion que da lugar a hipersincronia de poblaciones neuronales. Sin embargo,
estudios recientes han demostrado a través de pequefias descargas eléctricas y exposicion a la luz en
diferentes zonas del cerebro con pacientes que padecen epilepsia, que los l6bulos parietales parecen
desempefiar un papel importante en los ataques convulsivos generalizados [23, 24].

d) Frecuencia de las convulsiones.

En los casos méas severos, los ataques ocurren con alta frecuencia; sin embargo, en la mayoria de los
casos las convulsiones son menos frecuentes y facilmente controlables. Pero, en algunos pacientes es
posible que las convulsiones puedan reaparecer después de que se les ha controlado a través del tiempo,
inclusive, pueden aparecer luego de varios afios libres de episodios. En muchos pacientes la frecuencia
y la severidad de las convulsiones son variables y no es raro encontrar un aumento de la frecuencia de
convulsiones sin ningun deterioro de la condicion fundamental del paciente. Muchos factores influyen
en la frecuencia de las convulsiones incluyendo entre otros, la toma irregular del medicamento
antiepiléptico, el consumo de alcohol, de sicotrépicos o sustancias estupefacientes, la privacion de
suefio, e inclusive puede aparecer como efectos secundario de ciertos medicamentos. La
fotosensibilidad que manifiestan algunas personas, al exponerse a las luces centellantes o a patrones
visuales repetitivos, puede ser también una causa de la aparicion de convulsiones. Algunas veces
pueden ocurrir cambios en las condiciones normales del cerebro, lo que seria la causa del aumento de
las frecuencias de las convulsiones. El embarazo puede tener efectos en la severidad y frecuencia de las
convulsiones.

e) Tratamiento de la epilepsia.

Actualmente, existen muchos tratamientos disponibles para tratar este problema de salud, razén por la
cual alrededor del 70 % de las personas afectadas pueden dominar sus ataques con el uso de
medicamentos o inclusive mediante la practica de cierto tipo de neurocirugias. EI primer tratamiento a
considerar implica el uso de medicamentos. Estos no curan la epilepsia pero en muchas personas evitan
o reducen las convulsiones [25]. Después de una sola crisis, existen cerca del 30 % de posibilidades de
una segunda crisis. Por otro lado, existe un 70 % de posibilidades de que un paciente quede libre de
ataques por el resto de su vida. Por esta razén la mayoria de los neur6logos no inician con medicacion
después de una sola crisis excepto en circunstancias especiales. Cuando ocurre una segunda crisis,
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existe un 70% de probabilidad de que ocurra una tercera. A menos que las dos crisis estén muy
separadas de tiempo, los neurdlogos cominmente inician medicacién después de la segunda para tratar
de prevenir futuras crisis. Después de la segunda crisis (el cual resulta en el diagnostico de la condicion
epiléptica) cerca de dos tercios de los pacientes tienen sus crisis controladas con la primera medicacion
usada, generalmente sin mayores efectos adversos. Si estos Ultimos ocurren o los ataques no son
controlados se prueba otro anticonvulsivante. Un 20 o 25 % de los pacientes que no respondieron a la
primera medicacion pueden responder a la segunda o a la tercera. Lamentablemente, del 30 al 40 % de
los pacientes con epilepsia parecen no responder a ninguna medicacion.

f) Mecanismos de las convulsiones mediadas por canales idnicos.

Actualmente no existen farmacos que actlen de manera preventiva en la formacion de focos
convulsivos, sino que los compuestos disponibles parecen actuar principalmente suprimiendo o
evitando la propagacion de una crisis epiléptica. Esto puede suceder a partir de diversos procesos, a
veces simultaneos. Los mecanismos de accion de los farmacos antiepilépticos (FAES) no son
completamente conocidos. Algunos estudios relativamente recientes de neurotransmisores y receptores
especificos sirvieron para definir los principales modos de accion farmacologica de estos compuestos.
Los mecanismos propuestos involucran la habilidad de un farmaco de modelar la neurotransmisién
excitatoria e inhibitoria. Esto puede suceder mediante un efecto sobre los canales i6nicos, o sobre los
receptores y metabolismo de los neurotransmisores [26].

e Canales Idnicos.
Los canales ionicos son enzimas que atraviesan la membrana plasmaética y catalizan la difusion
selectiva/pasiva de iones. Estas proteinas forman poros que sufren cambios conformacionales rapidos
entre estados cerrados no permeables y abiertos. En esta Gltima conformacion es que seleccionan y
dejan pasar iones antes de volver a cerrarse. ElI funcionamiento anomalo de canales da lugar a
patologias del sistema nervioso central entre las que se encuentra la epilepsia. Como consecuencia, uno
de los objetivos en el desarrollo de nuevos farmacos antiepilépticos, es encontrar compuestos que
modulen selectivamente la regulacion iénica de la excitabilidad neuronal [27]. Los canales catidnicos
dependientes del voltaje son una familia de este tipo de proteinas de membrana excitables. EXxiste

. . . . . . + +
evidencia de que algunos agentes anticonvulsivos interactian con los canales de Na*, K* y Ca®
mediante su unién a sitios receptores ubicados en sus subunidades.

e Canales de sodio.
Los canales de sodio son responsables de la propagaciéon de los potenciales de accion en las fibras
mielinizadas y no mielinizadas. Los tres estados conformacionales de estos canales se denominan
activos, de reposo e inactivos. Cada uno de ellos es capaz de conducir una corriente eléctrica y de

permitir una permeabilidad diferente (o ninguna) de los iones Na™.

En general, luego de que una membrana se despolariza, aumenta la permeabilidad a los iones Na* y
estos entran a la célula, que luego retorna a su estado normal o inicial [28].

Los andlisis electrofisiol6gicos de neuronas individuales durante una crisis convulsiva parcial muestran
que las neuronas presentan despolarizacion y potenciales de accion de activacion a altas frecuencias.
Este comportamiento es caracteristico de las convulsiones y es poco frecuente durante la actividad
neuronal fisiologica; por tanto, es de esperar que una inhibicion selectiva de este modelo de activacion
redujera las convulsiones. Se estima que esto se produce mediante una disminucion de la capacidad de
los canales de sodio de recuperarse de dicha activacion, en otras palabras, se requiere la apertura
desencadenada por la despolarizacion de los canales de sodio en la membrana axoniana de una neurona
para que se origine un potencial de accion. Después de esa apertura, los canales se cierran de modo
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espontaneo (inactivacion). Se piensa que esta inactivacion da origen a un periodo refractario durante el
cual es imposible inducir otro potencial. Luego de este lapso los canales de sodio quedan de nuevo
preparados para participar en otro potencial de accion. La disminucién de la velocidad de recuperacion
limitaria la capacidad de una neurona para activarse a frecuencias altas, efecto que tal vez sea la base
de la accion de farmacos tales como carbamazepina, lamotrigina, fenitoina, topiramato, acido valproico
y zonisamida (Fig. 10) [29]. En cuanto al sitio de accion de este tipo de anticonvulsivos, se postula que
se encuentra en el lado intracelular del canal.

Abierto Inactivado
Na*
RV / TN
/C\“(KC\“\‘K : . Cﬁ\‘/
IR AR gyl

\ Y \ ) PN

000 00
carbamazepina Lamotrigina

Fenitoina Valproato
Lamorigina Zonisamida

Figura 10. Inactivacién del canal de sodio inducido por el anticonvulsivo, cuya funcién es reducir la capacidad de las
neuronas para efectuar activacion a altas frecuencias. A: compuerta de activacion.
I: compuerta de inactivacion.

e Canales de calcio.
Una propiedad intrinseca de las neuronas talamicas es una forma particular de corriente de Ca?
regulada por voltaje, conocida como corriente de umbral bajo (corriente-T). EI mecanismo principal
por medio del cual parece actuar la mayor parte de los farmacos usados en la crisis de ausencias
(etosuximida, acido valproico, trimetadiona) es la inhibicion de esta corriente-T (Fig. 11) [29].

C32+ C82+

Valproato Etosuximida

Figura 11. Reduccion de la corriente por los canales de calcio del tipo T inducida por los anticonvulsivos.

e Canales de potasio.
Se cree que la activacién de los canales de K™ hiperpolarizan las neuronas y por lo tanto las inhiben. Se
han desarrollado farmacos selectivos para este tipo de canales, pero no fueron exitosos debido a su
incapacidad de atravesar la barrera hematoencefalica [30].
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f) Mecanismos de las convulsiones mediadas por neurotransmisores.
o Neurotransmisores excitatorios.

Los aminoacidos glutamato y aspartato son considerados los principales neurotransmisores excitatorios
presentes en el sistema nervioso central de los mamiferos. Los receptores de los aminoacidos
excitatorios se clasifican, normalmente, en base a los agonistas® selectivos para cada uno. De este modo
se identificaron cinco subtipos de receptores, donde los tres més importantes se clasifican como
receptores  del  N-metil-D-aspartato (NMDA), del 4&cido  Q-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA) y kainato [31]. Cada uno de estos tres subtipos son canales i6nicos
regulados por ligando y probablemente estan acoplados a un canal catidénico que se abre en respuesta a
la union de agonistas, lo cual despolariza a la célula. Sin embargo, el complejo receptor-canal NMDA
posee un conjunto de caracteristicas Unicas que lo distinguen de los otros subtipos. Este receptor consta
de un sitio de unién de glutamato y uno para el co-agonista glicina, debiendo estar ambos sitios
ocupados para que se produzca la apertura del canal. De este modo se permite el pasaje de Ca®* y Na*
hacia el interior de la célula y de K* hacia el exterior. Los antagonistas* del receptor NMDA, tanto el
competitivo como el no-competitivo, han demostrado ser efectivos como anticonvulsionantes en varias
pruebas con animales. Los farmacos antiepilépticos como la fenitoina, la carbamazepina y el &cido
valproico bloguean en cierta medida las respuestas mediadas por el NMDA [32]. En la practica, se han
desarrollado antagonistas de este receptor con el objetivo de encontrar nuevos farmacos antiepilépticos,
los cuales no ha resultado tan exitosos como se esperaba, debido a los efectos secundarios que
presentan sobre los pacientes.

e Procesos de inhibicién sinptica.

El 4cido gamma-aminobutirico (GABA por las siglas en inglés de gamma-amino-butiric acid) es el
principal neurotransmisor inhibitorio, el cual se forma en el cerebro por decarboxilacion del glutamato.
El incremento de la inhibicidn sindptica mediada por el GABA reduce la excitabilidad neuronal y eleva
el umbral convulsivo [33]. Se supone entonces que los diversos farmacos bloquean las convulsiones al
regular la inhibicién sinaptica mediada por GABA a través de una actividad en distintos sitios de la
sinapsis. Compuestos como barbitaricos, benzodiacepinas y el &cido valproico parecen mostrar este
mecanismo de accion [34].

El GABA actlia mediante sitios en receptores postsinapticos, los cuales regulan los canales cloruro de
membrana. El principal receptor denominado GABA-A inhibe a la célula postsinaptica mediante un
incremento en el flujo de iones CI" hacia el interior de la célula.

Las benzodiacepinas y los barbituricos pueden intensificar esta inhibicidn [29]. Ese mecanismo tal vez
sea la base de la eficacia de estos compuestos contra convulsiones parciales y tonico-clonicas (Fig. 12).

3 Nos referimos con el término agonista a una sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y provocar una accién
determinada en una célula, dicha accion es generalmente similar a la producida por una sustancia fisioldgica.

4 Un antagonista de receptor es un tipo de sustancia llamada ligando de receptor o, en otras palabras un farmaco que bloquea
0 detiene respuestas mediadas por agonistas en lugar de provocar una respuesta biolégica en si, tras su unién a un receptor
celular.
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Figura 12. Transmision sinaptica incrementada del GABA. En presencia del GABA el receptor GABA-A (estructura del lado
izquierdo) se abre, lo cual permite la entrada de Cl". Algunos farmacos antiepilépticos actian mediante la reduccion del
metabolismo del GABA, otros a nivel del receptor GABA-A. GABA-T: GABA-transaminasa, GAT-1: transportador de
GABA, DSS: deshidrogenasa succinica de semialdehido.

g) Consecuencias sociales.

Conseguir un trabajo estable es uno de los mayores problemas para las personas con epilepsia, pues
experimentan restricciones como las relacionadas con manejar o trabajar con maquinaria y equipos en
situaciones donde puedan ser responsables de dafios a ellos mismos o0 a terceras personas.
Adicionalmente, a menudo las personas con epilepsia son victimas de la ignorancia y estigmatizacion,
especialmente en paises donde esta enfermedad tiene una connotacién cultural negativa [35]. El riesgo
de muerte de una persona con epilepsia es mayor comparado con el riesgo para la poblacién general.
Esto genera una preocupacion muy grande de los pacientes y médicos, y es deseable una temprana
identificacion de pacientes con este riesgo, para poder llevar a cabo estrategias preventivas. La
epilepsia no es una condicion uniforme, y la probabilidad de mortalidad depende muchas veces de la
etiologia. La mortalidad puede dividirse en: muertes atribuibles propiamente a la enfermedad, muertes
debido a la patologia responsable de la epilepsia (incluyendo neoplasia, enfermedades cerebrovascular,
neumonia) y muertes sin condicion relacionada [33].

V) Bioensayos de medicamentos o farmacos.

Los ensayos bioldgicos se han desarrollado a lo largo de la historia con el proposito de estudiar
aquellas sustancias de origen animal, vegetal o sintético, que pueden ser utilizadas con el fin de mejorar
la salud. Adicionalmente, son herramientas de diagnostico adecuadas para determinar el efecto de
agentes fisicoquimicos sobre el “organismos de prueba” y bajo condiciones experimentales especificas
y controladas. Estos efectos se pueden evaluar por la reaccion de los organismos, tales como muerte,
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crecimiento, multiplicacion, cambios morfoldgicos, fisioldgicos o histolégicos y pueden manifestarse a
diferentes niveles, por lo tanto, la toxicidad sera la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto
nocivo sobre un organismos o sobre una comunidad bidtica y dependera tanto de las propiedades
quimicas del compuesto como de su concentracion, segun sea la duracion y frecuencia de la exposicion
al téxico, y su relacion con el ciclo de vida del organismo.

El “potencial nocivo” de una sustancia toxica puede ser contrarrestado por el sistema bioldgico a través
de diferentes estrategias, tales como reacciones metabolicas de detoxificacion o excrecion, entre otros,
por lo tanto, la “toxicidad aparente”, evaluada en un ensayo biologico, es el resultado de la interaccion
entre la sustancia y el sistema bioldgico. Ademas, se debe considerar que el efecto toxico sobre los
sistemas bioldgicos es ejercido por la accion combinada de todas las sustancias nocivas presentes en el
medio, incluso aquellas que no son toxicas en si, pero que afectan las propiedades fisicoquimicas del
sistema y, consecuentemente, las condiciones de vida de los organismos.

Se han creado modelos especificos y efectivos de bioensayos los cuales han permitido que se
desarrollen diversos compuestos con fines muy bien definidos, tal es el caso de las vacunas contra
diversas enfermedades, desarrollo de compuestos con fines agricolas tales como insecticidas,
herbicidas, garrapaticidas, entre otros.

La implementacion de ensayos bioldgicos es importante, no solo para probar la efectividad o
deficiencia de algin compuesto de interés, sino también los posibles efectos secundarios que podrian
ocasionar consecuencias irremediables al individuo o al grupo de individuos a los cuales se les esta
suministrando.

Se puede decir que los ensayos bioldgicos son herramientas de determinacion y analisis de la toxicidad
de un agente quimico, capacidad que es medida a través de las respuestas generadas en los organismos
0 sistemas vivientes, obteniendo una relacion dosis/respuesta. El efecto se puede evaluar a diferentes
niveles: subcelular, enzimatico, morfol6gico, fisioldgico, histolégico, poblacional o de la comunidad, y
puede clasificarse en: cuantal (cantidad de organismos afectados) o gradual (grado de alteracion) [36].
Aunque las condiciones bajo las que se realizan los bioensayos son especificas y controladas, dada la
complejidad del medio ambiente, no se puede reproducir con exactitud la variedad de factores que
intervienen en la toxicidad de un agente liberado al ambiente, ademas, las especies utilizadas para los
ensayos son modelos de estudio que representan ciertas funciones dentro del ecosistema, mas no a la
biocenosis en conjunto, por tanto los bioensayos se pueden solamente considerar como una referencia
[37].

a) Ensayos de toxicidad aguda.

Los ensayos de toxicidad aguda son pruebas que se realizan en un periodo corto de entre 24 horas y 48
horas, sin embargo, este periodo puede variar dependiendo de la especie evaluada, ya que para un
vertebrado 72 horas de evaluacion es un tiempo mucho menor que el de su ciclo de vida normal, a
diferencia de organismos como bacterias 0 protozoarios, quienes pueden completar su ciclo de vida o
reproducirse en menos de 24 horas [37].

b) Ensayos de toxicidad cronica.

Los ensayos de toxicidad crénica son pruebas que se realizan durante un periodo largo en animales de
entre 6 meses y 12 meses, cuando la exposicion es considerada continua o repetida. Este tipo de
bioensayo se lleva a cabo principalmente para determinar la dosis maxima, que no presenta efectos
toxicos fuertes a exposiciones constantes y permite conocer los mecanismos de toxicidad acumulativos
mejorando, los ensayos de toxicidad aguda estudiados.

Generalmente estos bioensayos abarcan los periodos de gestacion para hembras y de espermatogénesis
para machos, asi como tiempos pertinentes para evaluar el crecimiento individual o el aumento en
biomasa de las poblaciones de organismos.
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¢) Ensayos multi-especies.

Son pruebas que incluyen més de una especie, se realizan con el fin de evaluar las alteraciones
producidas por interacciones entre organismos y por la influencia del medioambiente. Acorde a la
cantidad de variables incluidas dentro del ensayo, estos se pueden clasificar en:

e Microcosmos: incluye un numero reducido de especies, y usualmente mide interacciones
predador/presa o de competencia, y se instala en condiciones de laboratorio.

e Mesocosmos: evalla una mayor cantidad de especies y por ende interacciones mas complejas,
como cadenas troficas, por lo general se instala en condiciones externas, es decir, incluye
variaciones climaticas.

e Estudios en campo: pueden ser experimentales u observacionales, incluye todos los niveles de
organizacion biologica y la totalidad de variables temporales, climaticas y espaciales que
conforman los ecosistemas, caracteristicas que hacen que este nivel de estudio sea dificil, costoso y
controversial si se hace a nivel experimental, pero que al mismo tiempo lo constituye en la
evaluacion méas exacta de los efectos generados por un agente en el ambiente.

vi) Evaluacion biolégica.

A lo largo de la historia, se han presentado diversos casos en los cuales proyectos de nuevos farmacos
presentaron fallas en las pruebas con humanos, que pueden llevar a retirar dicho medicamento del
mercado, a pesar de haber sido aprobado por los 6rganos de control para su comercializacion. Los
estudios preclinicos en animales tienen por objeto demostrar la eficacia y seguridad de un posible
farmaco, antes de su introduccion en voluntarios humanos. Un caso emblematico seria el de talidomida
que fue retirado del mercado al comprobar su actividad terotogénica.

Después de varios afios de experimentacion en monos, ratas, conejas y perras embarazadas, la
compafiia asegur6 que el medicamento era inocuo Yy sin efectos secundarios, y el 1 de octubre de 1957
la compafiia alemana Chemie Grunenthal lo comercializ6 como una nueva pildora para dormir con el
nombre de Contergan®. Este efecto sedante se recomendd para combatir la ansiedad, nduseas y
vomitos de la mujer embarazada, todo bajo el eslogan de que era “tan inocuo como un caramelo”, por
este motivo se vendia sin receta y su uso se extendid rapidamente por Europa, Africa, América,
Australia y Canada. La talidomida se distribuyé en 50 paises con 80 nombres comerciales y a finales de
la década de 1950 era el tercer farmaco més vendido del mundo.
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Figura 13. Estatua de Alison Lapper (embarazada de ocho meses) ubicada en Trafalgar Square (Londres, UK.), obra del
escultor Marc Quinn, 2004. Esta estatua simboliza las consecuencias de la talidomida en el desarrollo de las extremidades
superiores e inferiores y el coraje de los pacientes afectado como la joven madre britanica Alison Lapper.

No fue sino hasta el 26 de noviembre de 1961 que la compafiia retird oficialmente el farmaco del
mercado aleman, en Inglaterra se hizo en diciembre del mismo afio, en Canada en marzo de 1962 y en
Espafia en enero de 1963, luego de que se contabilizaran multitud de casos de nifios afectados. El
problema de la talidomida cambi6 los paradigmas en la investigacion y desarrollo de bioensayos,
especialmente sobre la evaluacion biol6gica de medicamentos

En la evaluacion bioldgica los modelos evaltan la actividad y toxicidad de nuevos candidatos, lo que
permite descartarlos rapidamente si no manifiestan los efectos deseados. Ademas, proveen informacion
inicial sobre la farmacocinética del compuesto y el posible mecanismo por el cual actdan.
Inevitablemente, cualquier compuesto exitosamente identificado en la etapa preclinica debe ser
sometido a la evaluacion en humanos. Es por ello que se espera que los experimentos en animales
tengan una gran capacidad predictiva respecto a la eficacia y seguridad del farmaco en la etapa clinica.
Todo proyecto de disefio de farmaco, para ser efectivo en sus resultados debe tener un modelo o test de
evaluacion farmacol6gica que cumpla con las siguientes caracteristicas:

« Tiempo de realizacion de la evaluacién nimero de compuestos testeado: debe poder evaluar el mayor
namero de compuestos en el menor tiempo posible.

» Capacidad de diferenciar los compuestos activos de aquellos que no lo son: debe diferenciar sin duda
cuales compuestos deben seguir en las etapas posteriores de evaluacion, de aquellos que deben ser
descartados.

« Correlacion no correspondencia entre las evaluaciones en animales y humanos: el modelo, si bien
debe ser simple, en su evaluacion debe tratar de aproximarse lo més posible a la patologia en estudio.

a) Desarrollo de modelos anticonvulsivos en animales.

La generacion de convulsiones en animales para estudiar la actividad anticonvulsiva y la potencia de
compuestos antiepilépticos fue reportada por primera vez en 1882. El experimento utilizaba un
estimulo faradico administrado de forma directa en el colmillo de un perro hasta que llegaba a la
corteza cerebral y fue utilizado para estudiar los efectos protectores del bromuro de potasio, de la
atropina y la planta de Cinchona. Las técnicas experimentales apenas fueron utilizadas en
investigaciones en gran escala a partir de los trabajos de Merritt y Putnam [38] hacia finales de la
década de 1930. El modelo experimental de inducir convulsiones fue propuesto inicialmente por Merrit
y Putnam consistia en producir descargas eléctricas, en gatos. El éxito de esta técnica cre6 interés en
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desarrollar modelos animales mas simples y menos costosos que requieran menor cantidad del
compuesto a evaluar.

En el afio 1945 se reportaron una variedad de ensayos en ratones orientados a determinar el umbral
convulsivo por electroshock. Durante el desarrollo de estos ensayos fueron identificados un nimero de
factores filogenéticos y ontogenéticos que estan implicados en la produccion de la convulsion y en la
proteccion. Las comparaciones de la respuesta entre la rata y el raton a los compuestos antiepilépticos
no mostraron diferencias cualitativas, aunque se conoce que entre diversas especies de ratones ocurren
diferencias cuantitativas e incluso cualitativas. Una de estas causas se encontr6é durante los distintos
estados de maduracion del animal, donde se producen Illamativos cambios en la susceptibilidad a la
convulsion y la respuesta a los farmacos. Por lo tanto la eleccion del animal y su etapa de desarrollo
son importantes en los ensayos a realizar. El pentilentetrazol (PTZ) fue introducido para los ensayos de
evaluacion de anticonvulsivos en 1944 por Richards y Everett [39], cuando demostraron la capacidad
de la trimetadiona de prevenir las convulsiones provocadas por este convulsivante quimico. Una
variedad de otros compuestos quimicos (picrotoxina, metionina, entre otros) fueron empleados, pero
ninguno de ellos fue extensamente utilizado o fue tan efectivo como el PTZ.

Otra modificacion del ensayo de umbral anticonvulsivo por electroshock, fue el ensayo de baja
frecuencia o “psicomotor”. La semejanza de la reaccion producida con las convulsiones parciales
complejas y la inhibicion de esta por la fenacemida, un farmaco particularmente eficaz contra este tipo
de convulsion, apoyaron inicialmente su reputacién como un modelo selectivo de investigacion. Pero
en 1953, Brown et al. [40] investigaron la diferencia entre el ensayo psicomotor y el ensayo del umbral
minimo de electroshock utilizando ocho farmacos de uso clinico, encontrando que las medidas de los
dos ensayos eran cualitativamente equivalentes y las clasificaciones de los farmacos eran similares. No
pudieron encontrar ninguna correlacién entre los resultados del ensayo psicomotor y la eficacia en
convulsiones psicomotoras y se concluy6 que no habia fundamentos para el uso de este ensayo como
prueba especifica. Asi se ponia de manifiesto que ninguno de los ensayos disponibles era capaz de la
identificacion de todos los farmacos conocidos clinicamente efectivos. Los investigadores comenzaron
a construir perfiles de accién de los compuestos basados en grupos de modelos de convulsiones. Estos
modelos incluyeron generalmente el ensayo de electroshock maximo, el ensayo de pentilentetrazol, y al
menos uno de los siguientes ensayos: el umbral de electroshock de 60 Hz o el ensayo de convulsion por
electroshock de baja frecuencia. La composicion de este grupo de ensayos, muestra el conocimiento
que se dispone para conocer que la modificacion en el patron de convulsiones maximas y la elevacion
del umbral convulsivo representaban dos mecanismos fisioldgicos diferentes.

Jenney et al. [41], a través de un estudio de los ensayos MES (maximal electroshock seizure test) y
PTZ demostraron que la actividad antipentilentetrazol correlacionaba bien con la eficacia clinica de las
crisis de ausencia y la actividad anti-MES correlaciona con la eficacia clinica en las convulsiones
generalizadas y parciales. Everett y Richards [42] demostraron que las convulsiones inducidas por PTZ
pueden ser bloqueadas con trimetadiona (TMO) y fenobarbital (PB) pero no por fenitoina.
Posteriormente Lennox demostré que TMO fue efectivo en disminuir o prevenir las crisis de ausencia
pero fue inefectivo o empeord las convulsiones generalizadas ténico-clénicas. El éxito del TMO en
clinica y su habilidad para bloquear el umbral de las convulsiones inducidas por PTZ suministraron la
correlacion necesaria para establecer el ensayo PTZ como un modelo de crisis de ausencia.

En los modelos de epilepsia crénica se promueve que los animales manifiesten los ataques epilépticos
en forma espontanea, o que sean mas susceptibles al mismo. Los modelos genéticos, junto con los
experimentos de encendido de amigdala, son los mas precisos a la hora de definir un perfil preclinico.
El mérito del trabajo con modelos de epilepsia crénica para la identificacion de nuevos compuestos se
ilustra usualmente con el descubrimiento del levetiracetam, farmaco recientemente incorporado al
mercado. Este compuesto es inactivo en MES y PTZ pero es muy activo cuando se testea frente a
modelos genéticos o de encendido de amigdala. La eficacia de este compuesto parece deberse a que
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actia por un nuevo mecanismo de accion, dado que muestra un comportamiento electrofisioldgico
atipico relativo a los otros farmacos conocidos.

El proceso de “evaluacion en masa”, desarrollado por Goodman et al. [43], quienes emprendieron
extensivos estudios sobre la “terapia y fisiologia de desordenes convulsivos experimentales”
permitieron que los modelos de convulsiones inducidas por MES y PTZ, fueran considerados en la
década de 1970 como los unicos modelos necesarios para la evaluacién de farmacos anticonvulsivos,
ya que sus efectos se correlacionaban con todos los aspectos de la epilepsia clinica, y miles de
compuestos fueron evaluados utilizando estos modelos. ElI programa de bulsqueda de farmacos
antiepilépticos del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH por sus siglas en inglés) fue la
culminacion de este desarrollo. Entre 1975 y 1995 el programa del NIH evalué 16.000 compuestos
utilizando el ensayo MES y también el ensayo PTZ. De estos 16.000 compuestos, 2.700 mostraron
tener accion anticonvulsiva, 130 fueron evaluados en estudios més avanzados, 11 entraron en pruebas
clinicas, 6 han sido presentados para su aprobacion y solo uno ha sido lanzado al mercado: el
felbamato®. Se estima que para estas evaluaciones se llevaron a cabo mas de 5 millones de
experimentos en animales.

Los modelos MES, PTZ y de encendido, desempefiaron un importante papel en el desarrollo de la
segunda generacion de farmacos antiepilépticos introducidos desde 1993 y como tales han contribuido
a mejorar el control de las crisis de los pacientes epilépticos. No obstante, ninguno de estos modelos de
convulsiones reflejan necesariamente el modelo “ideal” de la epilepsia, este modelo debe reflejar una
fenomenologia y patofisiologia similar a la epilepsia humana. Desde una perspectiva del
descubrimiento de farmacos, el modelo ideal deberd proporcionar una oportunidad de determinar la
eficacia contra un fenotipo de convulsiones farmacorresistentes y permitir la evaluacion temprana de la
habilidad de un farmaco para modificar el curso de la epilepsia que sigue a un dafio epileptogénico.
Desafortunadamente, es altamente improbable que cualquier modelo animal pueda predecir el potencial
terapéutico completo de un farmaco antiepiléptico en desarrollo, debido a que la epilepsia humana es
un desorden neurologico heterogéneo que abarca muchos fenotipos y sindromes de la convulsion. Esto
hace necesaria la evaluacion de los farmacos en desarrollo en varios modelos de sistemas sindrome
especificos.

b) Relacién cuantitativa estructura-actividad.

La quimica computacional es un area de la quimica tedrica que implica el modelaje de estructuras
quimicas a través de computadores. Posee diversas funciones y tiene una gran importancia en la
ciencias tales como: quimica inorganica y organica, espectroscopia, bioquimica, fisica, ciencia de los
materiales, cinética quimica, biologia, medicina, farmacia, catalisis e ingenieria ambiental.

En los ultimos afios la quimica computacional se ha visto involucrada en algunas areas de la ciencia,
porque ha sido de gran utilidad para entender el comportamiento molecular para diferentes sistemas
quimicos. Un éarea de interés y gran importancia es el ambito de generar nuevos farmacos mas
efectivos, econdmicos y al alcance del consumidor. En los Gltimos afios se ha investigado arduamente
la aplicacion de las medidas de semejanzas cuanticas para establecer relaciones tridimensionales entre
la estructura y la actividad de determinados conjuntos de moléculas, por lo tanto estudios QSAR-2D o
QSAR-3D los cuales son parte de la quimica computacional.

El andlisis REAC, también conocido en sus siglas en inglés, QSAR (Relaciones Estructura-Actividad
Cuantitativas) como todo andlisis QSAR es retrospectivo (conocemos el conjunto de moléculas y sus
actividades) y nos da una idea cuantitativa de la variacion de actividad asociada a una modificacion
dada. El analisis QSAR es una aproximacion “in-silico” (mediante calculos computacionales) basada
en un tratamiento estadistico que relaciona, mediante algoritmos matematicos, la actividad bioldgica
con descriptores estructurales y/o fisicoquimicos de los ligandos. De acuerdo a los resultados de este
estudio pueden deducirse aquellas propiedades o caracteristicas que resultan importantes para la
actividad, la informacion obtenida puede ser utilizada para proponer con una cierta base racional cuales
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cambios estructurales pueden conducir a nuevos compuestos en donde sea posible observar un
incremento de la actividad. La metodologia QSAR da como resultado una ecuacion matematica que
relaciona cuantitativamente parametros estructurales con la actividad bioldgica, asignada a la molécula
como un todo.

En el 2000 Ernesto Estrada y Alfredo Pefa [44] estudiaron “in silico” la relacion cuantitativa
estructura-actividad de diversos compuestos anticonvulsivantes ya conocidos, estos fueron utilizados
para el disefio de nuevos farmacos anticonvulsivos que sintetizaron y caracterizaron posteriormente.

En el 2001 Laszlo Tarko y Ovidiu Ivanciuc [45], modelando diversas moléculas de fenilacetanilida
mono-sustituidas (Fig. 14) estudiaron la actividad anticonvulsivante de dichos compuestos mediante la
relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR)
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Figura 14. Estructura de la fenilacetanilida monosustituida.

En el 2003 Jeffrey J. Sutherland y Donald F. Weaver [46] estudiaron 287 compuestos analogos a las
hidantoinas con actividad anticonvulsivante mediante el analisis QSAR, desarrollando modelos simples
que podrian ser utilizados para estimar la actividad de los compuestos de manera rapida y fiable.

En el afio 2007 Luciana Gavernet et al, [47] disefiaron a través del andlisis por QSAR nuevos
compuestos sulfamidas con actividad anticonvulsivante.

vii) Bioética.

El término bioética fue introducido en 1970 por Van Rensselaer Potter, apuntando a los
problemas que el nuevo desarrollo de la tecnologia plantea a un mundo en plena crisis de valores,
necesitando superar la actual ruptura entre la ciencia y la tecnologia por una parte y las
humanidades de otra. Esta ruptura hunde sus raices en la asimetria existente entre el enorme
desarrollo tecnolégico actual, que otorga al hombre el poder de manipular la intimidad del ser
humano y alterar el medio, y la ausencia de un aumento correlativo en su sentido de

responsabilidad por el que habria de obligarse a si mismo a orientar este nuevo poder en
beneficio del propio hombre y de su entorno natural.

La bioética surge por tanto como un intento de establecer un puente entre ciencia experimental y
humanidades [48]. De ella se espera una formulacion de principios que permita afrontar con
responsabilidad las posibilidades enormes, impensables hace solo unos afios, que hoy nos ofrece
la tecnologia. En tal sentido, podemos distinguir tres etapas: la bioética clinica, la bioética global
y la bioética profunda. Todas ellas importantes y relacionadas entre si.

La bioética que imaginaba Potter tiene una vision globalizadora de los problemas de la vida, que
involucra la ecologia y todo lo referente al medio ambiente, Potter lleg6 a la conviccion de que la
biologia podria ser la clave para acercarnos a las ciencias humanas y, a partir de ella, construir
una relacion necesaria para asegurar la supervivencia y la calidad de vida en el futuro. La bioética
surge como una nueva sabiduria necesaria para aprender a utilizar el pensamiento humano [49].
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Se han dado muchas definiciones para la Bioética: por ejemplo, la Encyclopedia of Bioethics [50]
la define como “el estudio sistematico de la conducta humana en el ambito de las ciencias de la
vida y del cuidado de la salud, en cuanto que esta conducta es examinada a la luz de los valores y
principios morales”. Por su parte, Abel (2001) definia la Bioética como “el estudio
interdisciplinar (transdisciplinar) orientado a la toma de decisiones éticas de los problemas
planteados a los diferentes sistemas éticos por los progresos médicos y biolégicos, en el ambito
micro-social y macro-social, micro y macroeconémico, y su repercusion en la sociedad y su
sistema de valores, tanto en el momento presente como en el futuro”.

Etica de la experimentacion animal.
Actualmente, las consideraciones éticas respecto a los animales se sostienen en diferentes principios
morales:

i) Principios éticos basados en el agente de la accion, los cuales rechazan la consideracion moral de
los animales y que proceden de fuentes distintas, pero muy influyentes en nuestra cultura: desde la
moral judeo-cristiana y parte del pensamiento filos6fico occidental hasta determinadas corrientes
cientificas.

La ética contractualista considera a los seres humanos como sujetos de consideracion moral. Desde este
punto de vista, so6lo necesitamos tratar a los animales lo suficientemente bien como para que sirvan a
nuestros propdésitos lo mejor posible, aunque estos propdsitos puedan ser altruistas y loables. En contra
de lo que mucha gente cree, la postura ecologista, que defiende el respeto a la biodiversidad y a la
naturaleza viva, se enmarca dentro de estos principios éticos.

if) Principios éticos basados en la consideracion moral de los animales. Para la ética utilitarista, la
moralidad nos obliga a limitar la consecucion de nuestros intereses al respeto a los intereses de los
demés, obligdndonos a no infligir dafio o sufrimiento. Si este principio moral se acepta, no hay ningun
argumento para postular el respeto moral (la consideracion moral) a todos los seres humanos que no se
aplique también a aquellos animales capaces de sufrir. Las tendencias actuales en la ética, basadas en la
no discriminacién por razones de pertenencia a un grupo, obligan a que la consideracion moral del
sufrimiento (el deber moral de no infligir sufrimiento) se aplique por igual a todos los seres vivos
capaces de sufrir, basandose Unicamente en esta capacidad y no en criterios de pertenencia a un grupo
étnico, sexo o especie.
Ahora bien, si se demuestra que algunos animales pueden sufrir (en un sentido similar al nuestro, es
decir, siendo de algiin modo conscientes de ese sufrimiento), se nos plantea un auténtico conflicto de
intereses que no se puede eludir. Desde el punto de vista ético, deberiamos dar respuesta a las
diferentes preguntas que surgen de dicho conflicto:

e ¢Qué especies o individuos deben tener mayor consideracion y por qué?

e ¢Qué tipo de sufrimiento deberiamos permitir, hasta qué punto y bajo qué circunstancias?
Se ha respaldado como principio ético basico, que se podria establecer preferencias en la consideracion
de los intereses encontrados entre grupos o especies distintas, siempre que la preferencia se base en
criterios justos de evaluacion del sufrimiento, siendo la capacidad de sufrir de los individuos, la base
sobre la que se establezca nuestro rango de consideracion moral y/o la preferencia por un individuo,
grupo o especie. Para responder al segundo punto, hay que tener en cuenta el tipo de interaccion
hombre-animal causante de sufrimiento: la investigacion, educacion y conservacion (zoologicos,
centros de recuperacion y animales de experimentacion), la alimentacion y el vestido (ganaderia y
caza), el ocio (caza deportiva y fiestas tradicionales con uso de animales), el comercio de mascotas y el
control de plagas. Los problemas éticos que se plantean en cada uno de estos casos son distintos, pero
todos ellos tienen que ver con el mantenimiento en cautividad, el sacrificio de animales sanos y el dolor
o sufrimiento deliberadamente provocado.
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Hay que distinguir entre la ganaderia y el mantenimiento en cautividad de animales de vida libre. Los
animales domésticos, tras miles de afios de seleccion artificial, se habian adaptado a las condiciones de
vida impuestas por el hombre. Si en estas condiciones, se garantiza que los animales seran tratados y
atendidos debidamente, su mantenimiento en cautividad no supone un problema de caracter ético. Sin
embargo, la aparicion de la ganaderia, con el mantenimiento de los animales en unas condiciones de
sobre-explotacion para el que no estan adaptados, y una fuente constante de situaciones dolorosas, esta
siendo objeto de un intenso debate social de caracter ético.

En cuanto a los animales no adaptados a la cautividad y al manejo humano, el problema deriva del
hecho de no tener en cuenta que los animales pueden percibir las condiciones artificiales impuestas por
el hombre como dafiinas para su supervivencia. El sacrificio de animales sanos. Desde el punto de vista
moral, es posible distinguir entre la muerte fisica de los animales y el sufrimiento infligido mientras
estan vivos, entre la ética del dolor y la ética de la muerte. Asi, mientras provocar dolor es siempre un
mal moral, el provocar la muerte puede llegar incluso a ser un acto de piedad. Esta argumentacion se
basa en mantener la compasion ante el sufrimiento ajeno como base de la moral. Lo importante es
conservar a los animales en unas condiciones que garanticen su bienestar, no infringirles sufrimientos
innecesarios y asegurar un sacrificio indoloro. El dilema moral que se plantea a este respecto es el
origen entre el dafio deliberado causado a animales sensibles, como mal moral y el beneficio obtenido
de ese dafio, como bien moral: ya sea el aumento del conocimiento y las aplicaciones practicas de la
investigacion, dirigidas en muchos casos a evitar el dolor y el sufrimiento al hombre y otros animales, o
los recursos obtenidos con su explotacion. El debate ético no ha concluido, y podemos encontrar en la
actualidad diferentes posturas, desde las claramente abolicionistas, hasta los que consideran valido
cualquier uso de animales en beneficio humano.

La ciencia de animales de laboratorio fue creada para ayudar a la comunidad cientifica a mejorar todos
los aspectos concernientes a la experimentacion animal. En el afio 1959, los cientificos ingleses WM
Russell y RL Burch establecieron que la excelencia cientifica y el uso humanitario de los animales de
laboratorio estaban fuertemente ligadas [51], y describieron por primera vez el lema de las tres erres (3
R’s) en el uso de animales de experimentacion: reduccion, refinamiento y remplazo. El refinamiento
involucra la normalizacion segin parametros internacionales, la definicién genética (animales
definidos) y la calidad del ambiente donde son criados antes y durante la experimentacion, los
progresos en el refinamiento de los experimentos llevaran a cabo, por si solos, a la reduccién del
namero de animales utilizados. La busqueda de métodos alternativos que reemplacen los animales en la
experimentacion es una responsabilidad y deberia ser una inquietud de todos los investigadores.
Existen diversos estudios que pueden remplazar el uso del animal de laboratorio tales como: estudios
epistemoldgicos, estadisticos, cultivos celulares y modelos de computacion (programas de simulacion).
Sin embargo, el uso de los animales de experimentacion, actualmente es imprescindibles en la
investigacion de nuevos medicamentos y técnicas terapéuticas antes de su aplicacién tanto en la vida
humana como veterinaria. Muchos efectos farmacodinamicos son analogos en el animal y en el
hombre, por ello, los estudios en animales ofrecen una utilidad relativamente grande como medio de
prediccion de estos efectos.
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3. Antecedentes.

Sobre la base de la estructura de la familia de los compuestos de la familia de las hidantoinas, se
encontré una similitud con la estructura de compuestos derivados del éacido 2-amino-1-
ciclopentenditiocarboxilico, sintetizado por primeras vez por Bordas et al. [5] en 1968. Estos
compuestos han servido de punto de partida para algunos grupos de investigacion que han sintetizado
familias de compuestos a partir de la reaccion de la ciclopentanona con disulfuro de carbono en medio
de hidréxido de amonio concentrado (29 %). El tal sentido, se han sintetizado compuestos por medio de
reacciones de N-alquilacion y de tioesterificacion, muchas de las cuales han sido reportadas por
Contreras et al. [6,7,8,9,10,11]. Por otro lado, se han tomado en cuenta para este proyecto de
investigacion los diversos modelos de bioensayos desarrollados en ratones a fin estudiar el estatus
epiléptico en la prueba de nuevos profarmacos. En la Tabla 4 se pueden apreciar algunos de los
estudios mas resaltantes a tomar en cuenta como antecedentes de esta investigacion.

Tabla 4. Antecedentes en la sintesis del acido 2-amino-1-ciclopentenditiocarboxilico.

Autor Titulo del trabajo Referencia

Synthesis and Antifungal Properties of Dithiocarboxylic
Acid Derivatives.

Novel Preparation of 2-Alkylamino-1-cyclopentene-1- [5]
dithiocarboxylic

Acids and Some of Their Derivatives

Synthesis of benzyl-N,N'-alkylbis-(2-amino-1-
ciclopentencarbodithioate) derived from cyclopentanone.
Una nueva generacion de farmacos a base de compuestos
organometélicos.

Induccion de status epilépticos durante las fases de
Lopez-Meraz et al. luz/oscuridad del dia y efecto sobre la muerte neuronal en el [57]
hipocampo en la rata en desarrollo

El status epilépticos no modifica la memoria de trabajo en

Bordas et al.

Contreras et {al. [10]

Contreras et {al. [52]

Medel-Matus et al. ratas de 21 dias de edad: un estudio preliminar [22]
Zavala-Tecuapetla et al. Modelos experimentales de epilepsia en ratas en desarrollo [58]
Torres et &l. Fisiologia del estatus epiléptico [59]

4. Justificacion.

El estudio de nuevos farmacos constituye una importante linea de investigacién en el campo de la
sintesis organica e inorganica. Laboratorios de instituciones publicas y privadas invierten cantidad
importantes de recursos en la formacion de personal, y la adquisicion de equipos dirigidos a desarrollar
nuevas rutas de sintesis [53], de compuestos que tenga actividad farmacologica. En tal sentido, vemos
con mucho el adelanto de investigacion en quimica farmacéutica [54], como una alternativa para no
solo desarrollar nuevos sustancias quimica con propiedades farmacéuticas, sino que permita
comprender mejor la forma como actlian frente a las “dianas” u objetivos de accion para cumplir con su
accion medicamentosa.

Los proligandos nitrégeno-sulfurados han sido objeto de diversos tipos de estudios, desde la década de
1970 y se ha venido desarrollando una linea de investigacion asociada a este tipo de compuestos, 10s
cuales han mostrado una gran actividad biologica, presentando propiedades antifingicas y
anticancerigenas [5, 14].

El propdsito de esta investigacion es aprovechar la variedad de proligandos que han venido siendo
desarrollados en el Laboratorio de Organometalicos del Departamento de Quimica, Facultad de
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Ciencias de la Universidad de Los Andes, y su experiencia en el disefio y sintesis de proligandos
nitrégeno-sulfurados, a fin de plantear un esquema de estudio con miras a determinar su actividad
anticonvulsivante en roedores BIOU: NMRI, tomando en cuenta que la epilepsia es una enfermedad
que segun la Organizacion Mundial de la Salud, en la actualidad, afecta a unos 50 millones de personas
de todo el mundo, con una proporcion estimada de la poblacion general con epilepsia activa (es decir,
ataques continuos o necesidad de tratamiento) en algin momento dado oscila entre 4 y 10 por 1000
personas [16]. Adicionalmente, algunos estudios realizados en paises de ingresos bajos y medianos
sugieren una proporcién mucho mayor, entre 7 y 14 por 1000 personas. Segun estimaciones, se
diagnostican anualmente unos 2,4 millones de casos de epilepsia y en los paises de altos ingresos, los
nuevos casos registrados cada afio entre la poblacion general oscilan entre 30 y 50 por 100 000
personas. En los paises de ingresos bajos y medios esa cifra puede ser hasta dos veces mas alta. Esto se
debe probablemente al mayor riesgo de enfermedades endémicas tales como el paludismo o la
neurocisticercosis; la mayor incidencia de traumatismos relacionados con accidentes de transito;
traumatismos derivados del parto; y variaciones en la infraestructura médica, la disponibilidad de
programas de salud preventiva y la atencion accesible. Casi el 80 % de las personas epilépticas viven
en paises de ingresos bajos y medios.

5. Hipdtesis.

Es posible que los proligandos nitrogeno-sulfurados derivados del acido 2-(bencilamino)ciclopent-1-
enoditiocarboxilico y acido el 2-[2-(3,4-dimetoxifenil)etanol]ciclopent-1-enoditiocarboxilico, presenten
actividad anticonvulsionante, debido a que poseen en su estructura quimica grupos funcionales
similares a los encontrados en la familia de las hidantoinas, por lo que es de esperar que exista una
interaccion farmaco/neurorreceptor similar a las que tienen las hidantoinas en ensayos bioldgicos con
ratones BIO:NMRI.

6. Objetivos.

Objetivo general.

Sintetizar y caracterizar dos profarmacos pertenecientes a una familia de proligandos nitrégeno-
sulfurados, y comparar su accion y su efecto anticonvulsivante con un grupo de hidantoinas, las cuales
son utilizadas para el tratamiento de trastornos neurolégicos que deja una predisposicion al cerebro
para generar convulsiones recurrentes. Dicha actividad sera determinada mediante bioensayos en
ratones de laboratorio BIO:NMRI.

Objetivos especificos.

» Sintetizar los proligandos acido 2-(bencilamino)ciclopent-1-enoditiocarboxilico y &cido 2-[2-(
3,4-dimetoxifenil )etanol]ciclopent-1-enoditiocarboxilico.

» Caracterizar los proligandos acido 2-(bencilamino)ciclopent-1-enoditiocarboxilico y acido 2-[2-
( 3,4-dimetoxifenil )etanol]ciclopent-1-enoditiocarboxilico por medio de técnicas
espectrocopicas (IR, UV-Vis y RMN H y 13C).

» Realizar bioensayos en ratones de laboratorio para determinar la eficiencia de estos compuestos
y de los hidantoinas de referencia: 5,5-difenilhidantoina, 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina vy,
5,5-difenil-2-tiohidantoina, en referencia a una posible actividad anticonvulsionante, midiendo
diferentes factores tales como tiempo de respuesta a la dosis aplicada, disminucién del tiempo
de la convulsion, intensidad de la convulsion, entre otros, mediante bioensayos en ratones de
laboratorio BIO:NMRI.
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7. Metodologia.

a) Reactivos, materiales y equipos.

Todos los reactivos y solventes fueron obtenidos de las casas comerciales Aldrich, Merck, Riedel de
Haén y fueron utilizados sin purificacion previa.

La sintesis de los ligandos se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Organometalicos del
Departamento de Quimica el cual cuenta con los recursos, instalaciones y material necesario.

La caracterizacion de los productos se realizd en colaboracion con el Laboratorio de Cinética y
Catalisis (Msc. Marlin Villarroel) y Laboratorio de Quimica Inorganica Docencia-ULA (TSU. Ivetty
Zavala).

Los espectros vibracionales infrarrojo se realizaron en un espectrofotometro con transformada de
Fourier Spectrum-RX1 Perkin Elmer (en un intervalo de trabajo de 4000 cm™ a 450 cm™, en pastillas de
KBr) perteneciente al Laboratorio de Cinética y Catalisis. Los espectros de absorcion electronica se
efectuaron en un espectrofotometro Shimadzu UV-mini 1240 en la regién ultravioleta/visible (200 nm —
500 nm,) del Laboratorio de Inorgénica de Docencia-ULA.

b) Sintesis del acido 2-amino-1-ciclopentenditiocarboxilico (acda)

Se mezclaron 25 mL de ciclopentanona disueltos en 100 mL de hidréxido de amonio (29 % v/v) con 28
mL de disulfuro de carbono. Luego de 15 h de reaccion, en un bafio de alcohol isopropilico a -10 °C y
agitacion constante, se obtuvo un precipitado anaranjado correspondiente a la sal de amonio del acido
2-amino-1-ciclopentenditiocarboxilico, que se filtr0 por succion y se lavo con etanol frio.
Posteriormente se disolvio en agua y la solucion resultante se acidifico hasta pH = 4, utilizando una
solucién de HCI 2N, y se obtuvo el respectivo &cido 2-amino-1-ciclopentenditiocarboxilico, como un
solido de color amarillo, se filtré y secd por succidn, se lavo con agua y etanol frio.

0 NH, S
1.CS,_-10°C, 15h. H
NH,0H,29% o H
2. HCI2N

Figura 15. Reaccion de sintesis del acido 2-amino-1-ciclopentenditiocarboxilico.

c) Sintesis de los ligandos (acdabz y acda4bz).

La estrategia de sintesis de los ligandos parte del método de Bordas et al. [3] con las modificaciones
desarrolladas en el Laboratorio de Organometalicos [4, 5]: Se disolvié 1,0 g del acido 2-amino-1-
ciclopentenditiocarbdxilico en 7 mL de etanol con la amina correspondiente (bencilamina para acdabz
y 2-(3,4-dimetoxifenil)etanol para acda4bz), en una relacién estequiométrica 1:1 con agitacion
constante por 72 h a temperatura ambiente, se filtrd y seco al vacio.

0 NH, s R\N/H S

{ 1.CS,, -10 °C, 15h. l ‘ ‘ ’
NH,0H,29% o o RNH, o
2. HCI2N EtOH

Figura 16. Esquema de sintesis de los ligandos nitrégeno-sulfurados. R = bencilamina para acdabz y 2-(3,4-
dimetoxifenil)etanol para acda4bz.
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d) Bioensayos en ratones BIO:NMRI.

En el presente trabajo de investigacion, se persigue estudiar el efecto protector en los estudios contra la
epilepsia, de los distintos compuestos ( acdabz, acdadbz, HTA2 Y HTAS3) siendo estos comparados con
uno de los farmacos comerciales mas utilizados contra dicha enfermedad, como lo es la 5,5-
difenilhidantoina (HTA1), mayormente conocida como fenitoina.

El ensayo bioldgico consistié en tomar 5 roedores de la linea BIOU: NMRI para cada uno de los
compuestos a evaluar, a los cuales se les administro una dosis de 20 mg/Kg de cada compuesto en
estudio, pasado quince (15) minutos se les aplicd una dosis Unica de pilocarpina, para producir la
convulsion. Las observaciones experimentales se realizan a partir de estos quince (15) minutos, por
espacio de 90 minutos.

El modelo experimental utilizado para inducir las convulsiones en los roedores BIOU: NMRI consistid
en la aplicacion de una sola dosis de pilocarpina previamente establecida 225 mg/Kg [56], produciendo
una fase del estado epiléptico (EE), el cual es caracterizado por crisis tonico-clénicas. En este modelo
experimental también se verificaron los tiempos de aparicion, el tiempo de duracion y las
caracteristicas de las convulsiones en tres ratones.

Una vez colectados los datos necesarios, los animales fueron sacrificados usando dislocacion cervical,
luego de pasada una semana después de la administracion de los ligandos.

Es importante resaltar que el estudio de los ensayos biolégicos, fue previamente analizado y aprobado
por el comité de bioética del bioterio perteneciente a la Universidad de Los Andes.

e) Calculos computacionales.

Los célculos computacionales fueron realizados mediante el software Wavefunction Spartan 14" para
Microsoft Windows y las interfaces de calculo MOPAC2012 y ORCA bajo ambiente Linux. Las
geometrias moleculares de minima energia fueron obtenidas para todos los casos partiendo de
estructuras previamente optimizadas mediante mecanica molecular. Posteriormente fueron calculadas
las propiedades espectroscopicas de interés: espectros vibracionales (mediante Spartan 14" y
MOPAC2012) y espectros de absorcion electronica (ORCA).

Los métodos de célculo seleccionados fueron de tipo semiempiricos: PM6 (en Spartan 147), PM7 (en
MOPAC2012) y ZINDO/S (en ORCA).

8. Resultados.

Tabla 5. Propiedades y caracteristicas fisicas de los compuestos sintetizados.

Compuesto Color Punto de fusion (°C) Rendimiento (%) Tiempo de reaccion

acda Amarillo 98-99 65 15h
acdabz Amarillo 130* 37 72 h
acdadbz Amarillo 190* 68 72 h

* Descompone
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Tabla 6. Solubilidad de los compuestos sintetizados.

Solvente acdabz acdadbz HTA1l HTA2 HTA3

metanol +/- +/- - + T
etanol +- +/- - + +
isopropanol - - + - +/-
agua - - + - B}
diclorometano + + - - +
cloroformo +/- +/- - - +
acetona +/- +/- - + +
acetato de etilo +/- +/- - + +
éter etilico +/- +/- - +/- +
acetonitrilo +/- +/- - - +
n-hexano +/- +/- - - -
DMSO +/- + + + +

Soluble; +; parcialmente soluble: +/-; insoluble: -.

9. Caracterizacion.

9.1 Espectroscopia vibracional infrarroja (IR-FT).

La espectroscopia vibracional infrarroja es una técnica que permite estudiar los fenémenos de vibracion
en enlaces quimicos, por absorcion de un cuanto de radiacion infrarroja, segun la naturaleza molecular
del analito en estudio. Por esta razon, esta técnica es utilizada para identificar la presencia de grupos
funcionales y cambios de simetria tanto en moléculas organicas como en compuestos de coordinacion e
inorganicos [60, 61].

En todos los compuestos estudiados se observaron los modos vibracionales de los grupos funcionales
caracteristicos, tales como: aminas, mercaptanos, hidrocarburos aromaticos y cetonas. En la tabla 7 se
resumen los modos vibracionales caracteristicos para la molécula de acdabz, y se establecen, de forma
comparativa, cada una de las diferencias entre vibraciones experimentales y teéricas. La Fig. 18
muestra un espectro tipico para el compuesto acdabz, en donde es posible identificar los estiramientos
VN-H (3490 cm™), vsC-H y vasC-H (3278 cm™, 3239 cm™), vS-H (2840 cm™), vC=C (1457 cm) de
los anillos aromaticos y vC=S (903 cm™), confirmandose cada uno de los grupos funcionales
esperados. En los espectros de los proligandos nitrégeno sulfurados observamos bandas similares, entre
las que destacan una banda alrededor de 1600 cm™ perteneciente a la suma de las vibraciones de
tension C=C y C=N asociado al sistema deslocalizado del anillo ciclopentenilico (Fig. 17) reportado en
la literatura [62].

SunnnH

ws—d )

Figura 17. Puente de hidrogeno intramolecular del acido 2-amino-1-ciclopentenditiocarboxilico.
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A partir de los espectros de infrarrojo obtenidos del calculo computacional, se puede inferir que existen
corrimientos notorios de hasta un maximo de 708 cm™ en los desplazamientos al rojo, y 119 cm™ en los
desplazamientos al azul, respecto de las frecuencias experimentales, efecto que se atribuye a lo que se
denominard a partir de este momento como “condiciones ideales” (CI). Esta condicién implica que
dentro del calculo, el software supone moléculas aisladas en el vacio sin ningun tipo de interaccion [63,
64]. Existen efectos de relajacion en las reglas de seleccion del infrarrojo, asi como también absorcion
de cuantos de radiacion debidos a efectos rotacionales, y distorsiones de simetria, que repercuten
directamente en la cantidad de bandas observadas, la amplitud y la intensidad. Sin embargo, existe una
buena correlacion entre ambos espectros calculados (Fig. 19 y Fig. 20) y la estructura fina de los tres
espectros (al menos en la zona comprendida entre los 2800 cm™ y 900 cm™) parece coincidir.

Un andlisis similar se realizo para los otros compuestos sintetizados (acdadbz, HTAL, HTA2 y HTA3),
que se reflejan en las tablas 9 a 12 y Fig. 21 a 32. En cada caso se consigue la identificacion de los
grupos funcionales de interés, especialmente las aminas secundarias. Estos grupos permitieron
diferenciar entre cada uno de los compuestos en estudio. También fue posible observar en este grupo de
compuestos, una coincidencia en la estructura fina de los espectros experimentales y los calculados, asi
como una tendencia del célculo a desplazar hipsocrémicamente bandas alrededor de los 1000 cm™ y
batocromicamente aquellas cercanas a los 2800 cm™. En general, y de manera cualitativa, se observo
una correlacion éptima en la ventana comprendida entre 1800 cm™ y 1400 cm™.

Figura 18. Espectro experimental IR-FT (4000-450 cm?) del proligando acdabz.

IR Spectrum (cm™)

Caleulated

Figura 19. Espectro IR-FT (4000-500 cm™) calculado a través de Spartan 14" del proligando acdabz.
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Figura 20. Espectro IR-FT (4000-450 cm'®) calculado a través de MOPAC del proligando acdabz.
Tabla 7. Asignacién de las bandas en espectroscopia infrarroja del proligando acdabz.

Frecuencia (cm?)

Asignacion” Tedrica Av Tedrica Av
Experimental  Spartan MOPAC
(PM6) (PMT7)

VN-H 3490 (v) 2782 708 2790 700
VsCsp?-H 3278 (V) 2766 512 2774 504
VasCsp?~H 3239 (v) 2745 494 2761 478

VS-H 2840 (d) 2691 149 2530 310

VC=N+VvC=C 1639 (d-m) 1616 23 1488 151
vC=C 1589 (d) 1579 10 1586 3
wC-H fuera del
plano (anillo 1210 (m) 1285 -75 1280 -70
aromatico)
VC=S 995 (f) 1008 -13 1022 -27
VC-S 830 (f) 897 -67 861 -31

*Intensidad de las sefiales: f= fuerte; m= medio; d= débil; v= variable

Figura 21. Espectro IR-FT (4000-450 cm™) del proligando acda4bz.
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Figura 22. Espectro IR-FT (4000-450 cm'®) calculado a través de Spartan 14" del proligando acda4bz.
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Figura 23. Espectro IR-FT (4000-450 cm'?) calculado a través de MOPAC del proligando acda4bz.

Tabla 8. Asignacion de las bandas en espectroscopia infrarroja del proligando acda4bz.

Asignacion Frecuencia (cm™)
Experimental Tedrica Av Tedrica Av
Spartan MOPAC
(PM6) (PM7)

VN-H 3507 (v) 2790 717 2467 1040
VsCspo-H 3288 (v) 2753 535 2745 543
VasCsp>-H 3249 (v) NA NA 2744 505

VS-H 2945 (d) 2656 289 2531 414
VasCsp?-H 2843 (v) 2751 92 2755 88
VsCsp2-H 2803 (v) 2763 40 2760 43

VC=C +VC-N 1596 (m) 1334 262 1375 221
VC=C 1460 (f) 1647 -187 1607 -147
PN-H 1437 (d) 1471 -34 1475 -38
plano (anillo
aromatico)
plano (metilo)
VC-S 1148 (f) 895 253 935 213
VC=S 1045 (f) 1017 28 1052 -7
VC-O-C 949 (f) 1151 -202 1184 -235
VC-O-C 903 (f) 1134 -231 1172 -269
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Figura 24. Espectro IR-FT (4000-450 cm™) del farmaco 5,5- difenilhidantoina.
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Figura 25. Espectro IR-FT (4000-450 cm™?) calculado a través de Spartan 14" del farmaco 5,5- difenilhidantoina.
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Figura 26. Espectro IR-FT (4000-450 cm™?) calculado a través de MOPAC del farmaco 5,5- difenilhidantoina.
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Tabla 9. Asignacion de las bandas en espectroscopia infrarroja del farmaco 5,5- difenilhidantoina.

Frecuencia (cm?)

Asignacion Experimental Tedrica Spartan ~ Av ~ Te6rica MOPAC  Av
(PM6) (PM7)

VN-H 3492; 3449 (v) 2799; 2779 693; 670 2802; 2790 690; 659
VsCsp?-H 3146 (v) 2765 381 2769 377
VasCsp>-H 3063 (v) 2754 309 2760 303

VC=0 1709 (f) 1823 -114 1881 -172

vC=C 1562 (v) 1504 58 1503 59

PN-H 1444; 1433 (d) 1351; 1329 93; 104 1441; 1420 3; 13

Figura 27. Espectro IR-FT (4000-450 cm™) del farmaco 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina.

IR Spectrum (cm™)
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Figura 28. Espectro IR-FT (4000-450 cm™) calculado a través de Spartan 14" del farmaco 5-(4-metilfenil)-5-

fenilhidantoina.
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Figura 29. Espectro IR-FT (4000-450 cm'?) calculado a través de MOPAC del farmaco 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina.

Tabla 10. Asignacion de las bandas en espectroscopia infrarroja del farmaco 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina.

Asignacion

VN-H secundaria
VasCspZ-H
VsCsp2-H

VvC=0
vC=C

@C-H fuera del

plano (metilo)

PC-H enel plano
(metilo)
PN-H secundaria

Frecuencia (cm™)

Teorica Av Teorica Av
Experimental Spartan (PM6) MOPAC
P (PM7)
3227 (v) 2800; 2780 427,447  2795;2791  432; 436
3093 (v) 2758 335 2759 334
3039 (v) 2763 276 2769 270
1714 (f) 1824 -110 1879 -165
1515 (v) 1509 6 1505 10
1512'm NA NA NA NA
1493 (M) 1337 156 1392 101
1429; 1449 (d) 1329; 1351 100; 98 1384; 1379 45; 70

Figura 30. Espectro IR-FT (4000-450 cm™) del farmaco 5,5- difenil-2-tiohidantoina.
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Figura 31. Espectro IR-FT (4000-450 cm™) calculado a través de Spartan 14" del farmaco 5,5- difenil-2-tiohidantoina.
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Figura 32. Espectro IR-FT (4000-450 cm™) calculado a través de MOPAC del farmaco 5,5- difenil-2-tiohidantoina.

Tabla 11. Asignacion de las bandas en espectroscopia infrarroja del farmaco 5,5- difenil-2-tiohidantoina.

Frecuencia (cm™)

Asignacion Experimental Teorica Spartan Av  Teorica MOPAC Av
(PM6) (PM?)

VN-H 3265; 3161 (v) 2781 484; 380 2769; 2765 496; 396
VsCsp2-H 3064 (v) 2764 300 2770 294
VasCsp?-H 2880 (v) 2738 142 2760 120

vC=0 1752 (f) 1850 -98 1909 -157

vC=C 1531 (v) 1504 27 1513 18

PN-H 1449 (d) 1491 -42 1411 38

VC=S 1169 (f) 1224 -55 1060 109
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9.2 Espectroscopia de absorcion electrénica (UV- Vis).

La espectroscopia de absorcion electronica estudia las distintas transiciones que pueden experimentar
los electrones, desde orbitales atdbmicos o moleculares ocupados (HOMO por sus siglas en inglés), a
orbitales atdbmicos o moleculares desocupados (LUMO por sus siglas en inglés) de los grupos
cromoforos presentes en la estructura de la molécula. Los compuestos organicos presentan una serie de
transiciones tipicas tales como: c—oc*, 6 —n*, n—c*, 1 —n*, n—n*, donde la transicion c— o*
corresponde a la de mayor energia y la n—=n* es la de menor energia [65]. La absorcion de un foton se
produce cuando se suministrar un cuanto de energia que es igual a la diferencia de energia entre los
orbitales involucrados; adicionalmente, se deben respetar las reglas de seleccion de simetria-orbital, es
decir, se debe producir un cambio de paridad entre los orbitales (Regla de Laporté) y se debe conservar
el espin (Regla de espin: AS = 0). También existe otro parametro adicional de interés que se suma a las
reglas de seleccion definidas anteriormente, y depende del volumen de la superficie del orbital HOMO,
es decir, mientras méas volumen posee dicho orbital, méas probable es dicha transicion y por tanto podria
esperarse un efecto hipercromico [66].

Para un compuesto como el 1,3-butadieno es posible tener dos conformaciones diferentes: cisoide y
transoide. En la espectroscopia de absorcion electrénica es posible —al igual que en infrarrojo— observar
las diferencias estructurales debido a distorsion en la simetria, que se traducen en desdoblamientos y
corrimientos de bandas. En la Fig. 33 se observan las dos conformaciones para este sistema y la
cantidad de bandas e intensidades relativas para cada uno.

/_//r:H2
HC / H,C CH,
e = 134 nm
ma = 171 . =125

max

Figura 33. Izquierda: conformacion transoide del 1,3-butadieno. Derecha: conformacion cisoide del 1,3-butadieno.

A través de esta técnica espectroscopica se analizaron las diferentes transiciones electronicas que
pueden experimentar los electrones entre los diferentes orbitales moleculares en todos los compuestos
en estudio y, en todos los casos, fue posible observar transiciones del tipo n—n* y n—n*. La banda

n—7w* estd presentes en aquellos compuestos que poseen en su estructura grupos >C=S, -C-S y

H-N<R2, mientras que la banda n—n* proviene de las insaturaciones. Particularmente, los grupos
tiolato generan bandas anchas debido a la gran cantidad de electrones de no-enlace (“n”) disponibles.

En la Fig. 34 se muestra el espectro de absorcion electronica del acdabz, en el que se tiene una banda a
305 nm de baja intensidad, y otra a 394 nm de mayor intensidad y por tanto de mayor probabilidad. En
el espectro calculado (Fig. 35) dichas bandas se desplazan a menores energias (desplazamiento hacia el

rojo), en la tabla 12 se observan los valores de Amax para las distintas bandas. En los compuestos
acdabz y HTAL (Fig. 34 y Fig. 38) se observo un comportamiento similar, poniéndose de manifiesto en
los espectros calculados un efecto batocrémico respecto a las bandas del espectro experimental (Fig. 35
y 39). Por el contrario, para los compuestos acdadbz, HTA2 Y HTAS3 (Fig. 36, 40 y 42), se observo un
efecto hipsocromico en los espectros calculados (Fig. 37, 41 y 43) con respecto al espectro
experimental. En los compuestos acdabz, acdadbz, HTA2 y HTA3 el solvente utilizado fue acetato de
etilo, mientras que para el HTAL se utilizé agua. El efecto del solvente en el primer caso produce
desplazamientos hipsocrémicos en aquellas moléculas cuya polaridad es elevada (acdadbz, HTA2 y
HTA3) [67, 68]. El mecanismo mas ampliamente conocido en este tipo de fendmenos es el de la
interaccién de pares electronicos de no-enlace del solvente con orbitales moleculares del analito,
haciendo mas elevado el costo energético de dicha transicion. Pese a que el agua posee una mayor
polaridad que el acetato de etilo, la disponibilidad de sus pares de no-enlace es relativamente menor,
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puesto que no existe un efecto neto inductivo, por lo que podria esperarse muy poco 0 ningun
desplazamiento hacia el rojo (acdabz y HTA1)

En las tablas 12 a 16 se aprecian los valores absorcidn maxima para cada uno de los compuestos y se
comparan con la absorcidn de los espectros calculados.

3,0 ' . '

2,5+

2,0 4

< 1,54

1,0 H

0,5 +

0,0

T T T T
300 400 500
A (nm)

Figura 34. Espectro de absorcion electrénica del proligando acdabz.

Figura 35. Espectro de absorcion electrénica calculado del proligando acdabz.

Tabla 12. Transiciones electronicas del proligando acdabz.

Amax (M) . .
Banda - — € (em*M1) Asignacion
Experimental Tedrica* ( ) g
1 394 483 8.000 —m*
2 305 420 3.000 n—m*
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Figura 36. Espectro de absorcion electronica del proligando acdadbz.
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Figura 37. Espectro de absorcion electronica calculado del proligando acdadbz.

Tabla 13. Transiciones electronicas del proligando acda4bz.

Amax (M) . L
Banda - — mM1)  Asignacion
Experimental Teorica* € ) g
1 398 393 8.000 Tt
2 309 236 3.000 n—m*
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Figura 38. Espectro de absorcion electronica del farmaco 5,5-difenilhidantoina.

Figura 39. Espectro de absorcion electronica calculado del farmaco 5,5-difenilhidantoina.

Tabla 14. Transiciones electrénicas del farmaco 5,5-difenilhidantoina.

Amax (hm) . .
Banda - — € (emM1)  Asignacion
a Experimental Teorica* ( ) g
1 206,5 246 10.000 n—m*
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Figura 40. Espectro de absorcion electronica del farmaco 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina.

Figura 41. Espectro de absorcion electronica calculado del farmaco 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina.

Tabla 15. Transiciones electronicas del farmaco 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina.

Amax (M) . .
Banda - — € (emM1) Asignacion
Experimental Tedrica* ( ) g
1 261 253 10.000 n— m*
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Figura 42. Espectro de absorcion electronica del farmaco 5,5- difenil-2-tiohidantoina.

Figura 43. Espectro de absorcion electronica calculado del farmaco 5,5- difenil-2-tiohidantoina.

Tabla 16. Transiciones electrénicas del farmaco 5,5- difenil-2-tiohidantoina.

Amax (M) . .
Banda - — € (emM1) Asignacion
Experimental Teorica* ( ) g
1 270,5 246 2.500 n— m*
2 309 280 4.000 n—m*
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9.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *Hy C.

Esta técnica espectroscépica se fundamenta en la absorcion de energia por un nlcleo magnéticamente
activo, que esta orientado en el seno de un campo magnético, y que por efecto de esa energia cambia su
orientacion. Esta técnica permite estudiar sélo los nicleos atdbmicos con un nimero impar de protones o
neutrones (o de ambos), situacion que se presenta en los atomos de *H, 3C, °F y 3!P [69, 70].

En el espectro de RMN *H correspondiente al proligando acdabz (Fig. 44) se puede apreciar una sefial,
a campo bajo y alrededor de 12 ppm, que se aparece como un singlete, correspondiente al hidrogeno de
la amina secundaria 5-NHa-. Los protones que corresponden al grupo metileno de la cadena alquilica 6-
CHo>- y que integran para 2H, presentan un doblete en 4,57 ppm, mientras que la sefial correspondiente a
los metilenos del anillo ciclopentenilico 2-CH»-; 3-CH»- y 4-CH»-aparecen desplazados a campo alto en
2,76 ppm, 1,86 ppm y 2,70 ppm, con una multiplicidad del tipo: triplete, quintete, triplete,
respectivamente, e integran para 2H. Los protones aromaticos de acdabz 7-CH-; 8-CH- y 9-CH-
aparecen con una sefial tipo multiplete en la regiébn comprendida entre 7,27 ppm y 7,38 ppm, que
integran para 5H. Por otro lado, la sefial correspondiente al grupo 1-SH, que integra para 1H, aparece
en 4,89 ppm, lo cual concuerda con lo reportado segun la literatura [71].

En la Fig. 46 se muestra el espectro de RMN H para el proligando acda4bz, el cual aparece una sefial
en 12,66 ppm asignada al hidrégeno de la amina 5-NH2-, mientras que los desplazamientos
correspondientes a los grupos metilenos del anillo ciclopentenilico se encuentran entre 2,45 ppm para
el 4-CHz- y 3,06 ppm para en 2-CHa-. Por otra parte, la sefial de los protones aromaticos 8-CH-; 9-CH-
y 11-CH- aparece entre 6,8 ppm y 6,7 ppm, desplazados a campo alto respecto de acdabz, debido
probablemente al efecto protector que ejerce el grupo metoxilo sobre estos. En 3,86 ppm aparece un
doblete, el cual se asigno a los hidrogenos del grupo metilo 10-CHs-, tal como lo indica la literatura
[72]. Las constantes de acoplamiento estimadas para el protdn sobre el nitrdgeno 5-NHa- es de J = 12
Hz, mientras que para los protones 2-CH,-; 3-CHz- y 4-CH2- la constante de acoplamiento se
encuentra aproximadamente en 6,5 Hz, todos estos valores se acercan al valor reportado [72]. Los
desplazamientos para dichos proligandos, asi como las constantes de acoplamiento se encuentran en la
tabla 17.

En los espectros de RMN 3C para los proligandos en estudio (Fig. 45 y 47) se observé una excelente
concordancia con las estructuras propuestas. Destaca la presencia de un carbono sp? -S-CW=S
perteneciente a un grupo tiocarbonilo, con un desplazamiento alrededor de 190 ppm, y unido a un
carbono sp? -HNC=C® que presenta un desplazamiento quimico entorno a 118 ppm, el cual, a su vez,
esta enlazado a otro carbono sp? -HNC®=C, que presenta un desplazamiento a 170 ppm para ambos
proligandos, y se encuentra unido a un carbono sp?-C® a 20,1 ppm, el cual se encuentra enlazado a
otro carbono sp>C¥-C que presenta un desplazamiento en 33,3 ppm y 32,9 ppm para el proligando
acdabz y acda4bz respectivamente. Este carbono encuentra enlazado a un carbono sp>-C®, con un
desplazamiento alrededor de 33 ppm. Las sefiales estudiadas concuerdan con lo reportado en la
literatura [73] y los desplazamientos se resumen en la tabla 18.
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Figura 44. Espectro de RMN H del proligando acdabz
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Figura 45. Espectro de RMN C del proligando acdabz.

Figura 46. Espectro de RMN *H del proligando acda4bz.
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Figura 47. Espectro de RMN *3C del proligando acdadbz.
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Tabla 17. Desplazamientos quimicos RMN *H para los proligandos nitrégeno-sulfurados.

Estructura N° o ppm (J,nH,m)
4,89 (1H, s)

2,76 (7,5 Hz, 2H, t)

1,86 (7,5Hz, 2H, q)

1
2
3
4 270(7,7Hz, 2H,t)
5  1272(62Hz 1H,1t)
6  457(6.2Hz 2H, d)

7,8,9 7,27a7,38 (5H, m)

3,06 (7,0 Hz, 2H, 1)
1,85 (7,0 Hz, 2H,q)
2,45 (4,0 Hz, 2H, 1)
12,66 (5,8 Hz, 1H, 1)
3,60 (7,0 Hz, 2H, ¢)
2,86 (2H, 1)
6,68 (1H, d)
6,80 (8,0 Hz, 1H, d)
3,86 (6H, d)
6,76 (8,0 Hz, 1H, s)

E m
O\ /O
O O
I I -
() w O
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Tabla 18. Desplazamientos quimicos RMN *3C para los proligandos nitrégeno-sulfurados.

Compuesto N° o (ppm)
191,0
119,0
34,1
33,3
20,1
171,3
49,3
136,0
129,0
127,0
127,9
192,0
118,2
33,0
32,9
20,1
171,0
47,0
36,1
130,5
120,8
1115
149,1
55,9
148,8
112,2
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10. Célculo computacional.

La quimica computacional se concentra en la aplicacion de los métodos de calculo mecano-cuéantico,
para resolver la estructura electronica y por tanto predecir geometrias de minima energia o calcular
propiedades moleculares de interés. La quimica computacional proporciona una mayor comprension de
sistemas quimicos y es muy Util como herramienta de aprendizaje y de respaldo en investigaciones
experimentales. [74, 75]

En la tabla 19 se muestran los valores de la energia HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) y
LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) asi como la energia de formacién de los distintos
compuestos.

Las diferencias entre cada método de calculo (re-optimizacion de los pardmetros atomicos y
diatbmicos, asi como también la reduccién de errores en compuestos organicos), tanto en entalpias de
formacion como en energias orbitales es considerable, y podria esperarse que los resultados con mayor
aproximacion sean los obtenidos mediante el método PM7, por razones inherentes al algoritmo de
calculo y al modelo que este posee y en cuanto a correlacion electronica. Sin embargo, puede deducirse
que la diferencia energética entre los orbitales HOMO-LUMO son menores para los compuestos
acdadbz y 5,5-difenil-2-tiohidantoina, razon por la cual presentan transiciones electronicas a menor
energia asi como también una mayor polarizabilidad que en los otro casos. Puede decirse que estos
compuestos son mas blandos segun la teoria de &cidos y bases duras y blandas propuesta por R. G.
Pearson [3].

Se conoce que, en una reaccion quimica, es posible conocer la cantidad de calor liberado o absorbido
durante el proceso de formacién del producto, en otras palabras, esto es, el calor o entalpia de
formacion AHy, el cual esta estrechamente relacionado con la formacion y ruptura de enlaces. El calor
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de formacion se puede calcular termoquimicamente siguiendo un ciclo de Born-Haber, y
contabilizando el cambio de energia entre los productos y los reactantes, por lo que a menores entalpias
de formacion (valores positivos pequefios o negativos), el proceso de ruptura de enlaces de los
reactantes es favorable y la estabilidad de los productos es buena [76]. De acuerdo a esto, puede decirse

que los compuestos siguen el siguiente orden de estabilidad respecto a su calor de formacion: acda4bz
> HTA2> HTA1> HTA3> acdabz.

Tabla 19. Propiedades calculadas para los compuestos en estudio con el método semi-empirico PM6 y PM?7.

E Homo _ E Lumo (EHomo -
Compuesto (eV) X (eV) X ELumo) eV X
PM6 PM7 PM6 PM7 PM6 PM7
acdabz -8,16 | -8,213 | -8,187 | -0,76 | -1,136 | -0,948 -7,4 -7,077 -7,239
acdadbz -8,19 | -8,147 | -8,169 | -0,83 | -1,176 | -1,003 | -7,36 -6,971 -7,166
HTAL -986 | -9,911 | -9,886 | -0,34 | -0,410 | -0,375 | -9,52 -9,501 -9,511
HTA2 -9,54 | -9,703 | -9,622 | -0,29 | -0,292 | -0,291 | -9,25 -9,411 -9,331
HTA3 -9,08 | -8,841 | -8,961 | -0,76 | -0,747 | -0,754 | -8,32 -8,094 -8,207

Tabla 20. Energia de formacién calculada para los compuestos en estudio con el método semi-empirico PM6 y PM7.

Energia (KJmol?) -
PM6 PM7 X
221,40 | 236,931 | 229,166
-151,21 | -145,007 [ -148,109
-102,26 | -99,584 | -100,922
-145,60 | -147,364 | -146,482
131,91 | 151,151 | 141,531

A continuacion se muestran los orbitales moleculares de frontera del benceno, sabiendo que el orbital
HOMO es el ultimo orbital molecular que se encuentra doblemente ocupado, donde se encuentra el par
de electrones que mas facilmente puede perder o ceder la molécula. Por otro lado el orbital LUMO es
el orbital de menos energia que se encuentra vacio, el lugar donde mas facilmente la molécula aceptaria
un par de electrones [77, 78].

-
N — = o
4+ &

Figura 48. Orbitales moleculares de frontera del benceno descrito segun el método de Hiichel.
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En funcion de la descripcion de orbitales moleculares de frontera de Hiickel, se muestran en la Fig. 49
y Fig. 50 los orbitales HOMO-LUMO obtenidos mediante el método semi-empirico PM7 y PM6
respectivamente, para cada compuesto en estudio. En el caso de los proligandos nitrogeno-sulfurados,
el orbital HOMO se localiza en el anillo ciclopenteno, especificamente sobre el enlace-n, igualmente
involucra los electrones de no enlace “n” de los grupos amino y tiol. Por otra parte, tenemos que los
orbitales LUMO se encuentran localizados sobre el grupo tiol de las moléculas. De esta manera se
puede decir que estos compuestos presentan transiciones 1 —»n* y N—n*, de acuerdo a los orbitales de
frontera y tal como se describio en la seccidn de espectroscopia de absorcion electrdnica.

En el compuesto HTAL, el orbital HOMO se encuentra sobre los orbitales-rt de los anillos aromaticos,
y el orbital LUMO sobre uno de los anillos bencénicos de la molécula, lo cual sugiere la posibilidad de
una transicion transicion t—n*. En el compuesto HTA2, el orbital HOMO se encuentra en los anillos
aromaticos y los electrones de no-enlace de los &tomos de nitrégeno, mientras que el orbital LUMO se
localiza sobre el anillo hidantoinico, lo cual apunta una n—zn*. En el caso de HTA3, los orbitales
HOMO se encuentran sobre los electrones de no enlace, pertenecientes al atomo de azufre del anillo
hidantoinico y el orbital LUMO se encuentra localizados sobre la superficie del anillo de cinco
miembros, mostrando transiciones de n —u*, y otra de menor energia n—m*.
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Compuesto HOMO LUMO

Acdabz

Acdadbz

HTAl

HTA2

HTA3

Figura 49. Orbitales de frontera de los compuestos en estudio, calculados a través de MOPAC.
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Compuesto HOMO LUMO

Acdabz

Acdadbz

HTAl
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HTA3

Figura 50. Orbitales de frontera de los compuestos en estudio, calculados a través de Spartan 14",
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A continuacion, se realizo el estudio de la simetria local de los orbitales involucrados en las
transiciones electronicas. En la Fig. 51 observamos los orbitales de frontera HOMO y LUMO del
compuesto HTAL. Podemos observar que el orbital de frontera HOMO se encuentra sobre los anillos
bencénicos de la molécula, muy cercano al 3 descrito segin Huckel (Fig. 48), mientras que el orbital
LUMO se encuentra sobre uno de los anillos bencénicos, muy cercano al ys descrito por Huickel.

Figura 51. Orbitales de frontera del compuesto 5,5-difenilhidantoina.

Los simbolos de las especies de simetria, indican la dimension de la representacion y su
comportamiento frente a las operaciones de simetria, las representaciones unidimensionales se
representan con “A” 0 “B” (se usa mayuscula para simetria atomica y mintsculas para simetria
molecuar), las bidimensionales con “E” y las tridimensionales con “T”. Si hay una especie que sea
simétrica con respecto al eje de rotacién de mayor orden, las especies se designan con “A”, mientras
que si la especie de simetria unidimensional es antisimétrica con respecto al eje de mayor orden se
designa con “B”. El plano especular vertical se utiliza para asignar superindices el niamero “1” significa
comportamiento simétrico y “2” para un comportamiento antisimétrico respecto al plano vertical. Por
ualtimo, en grupos con centro de inversién se utiliza el subindice g para indicar un comportamiento
simétrico (gerade) y el subindice u para un comportamiento asimétrico (ungerade) respecto al centro
de inversion. Para determinar la simetria de los orbitales de acuerdo con los simbolos de Mulliken [79,
80] y establecer si son simétricos “a” o antisimétricos “b”, aplicaremos un C> sobre el nodo de los
orbitales HOMO y LUMO (Fig. 52).

Figura 52. Operaciones de simetria, eje de rotacion C,, sobre los orbitales de frontera del compuestos 5,5-difenilhidantoina.

Las fases de los orbitales no cambian, por lo tanto se trata de un orbital “a”, ahora en la Fig. 53
determinaremos si son simétricos, y les corresponde el subindice “1” o antisimétricos y les corresponde
el subindice “2”, con respecto a un plano vertical (ov).

Laboratorio de Organometalicos 63



Trabajo Especial de Grado

Figura 53. Operaciones de simetria, plano vertical (ov), sobre los orbitales de frontera del compuestos 5,5-difenilhidantoina.

Observamos que no se reflejan las mismas fases al aplicar el plano vertical, por lo tanto el subindice es
27, teniendo asi un orbital simétrico, no degenerado az. Por ultimo, se determinar si es simétrico tipo
gerade (g) o antisimétrico tipo ungerade (u) con respecto a un centro de inversion (i), tal como se
muestra en la figura 54.

Figura 54. Operaciones de simetria, centro de inversién (i) (rotacién seguida de una reflexion), sobre los orbitales de
frontera del compuesto 5,5-difenilhidantoina.

Se establece el centro de inversion, y se tiene para el orbital HOMO que la fase no cambia respecto al
centro de inversion, lo que significa que es simétrico gerade (g). En el caso del orbital LUMO, las fases
cambian respecto al centro de inversion, siendo un orbital antisimétrico ungerade (u), con respecto a
dicha operacion de simetria. En conclusion, la transicion electronica de este farmaco (HTA1) ocurre
desde el orbital HOMO tipo azgy un orbital LUMO tipo azu.

De la misma manera se estudiaron las simetrias de los orbitales para todos los compuestos en estudio,
estableciendo asi lo siguiente:

Tabla 21. Transiciones y orbitales involucrados en la transferencia de carga de los distintos compuestos en estudio.

Compuesto  Transicion  Orbitales  Transicion electronica

acdabz byy —— by Y4 ¢—Y¥; n—1* y n—on*

acdadbz by «—— by Vs e—Y, n—1* y n—on*
HTAl oy €— ay Y «— ¥ n—m*
HTA2 Ay —— g VY5 —VY; n—m*
HTA3 bzg «— by ¥, —Y9, n—-n* y n—n*
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Es importante analizar con cuidado las diferencias de energia entre el segundo orbital molecular
ocupado de mas alta energia [HOMO-1] y de mas alta energia [HOMOQO], el orbital molecular
desocupado de mas baja energia [LUMOY] y el segundo desocupado de mas baja energia [LUMO+1].
Esto se hizo en los compuestos acdadbz y el HTA2 (Fig. 55 y 56). Para el primer compuesto se tiene
una diferencia de energia entre los orbitales HOMO-1 y LUMO+1 de -182,063 Kcal/mol, mientras que
la diferencia entre los orbitales HOMO-LUMO es de -164,33 Kcal/mol. De la misma manera se
obtuvieron estas energias para el compuesto hidantoinico HTA2, presentando un AE= -225,324
Kcal/mol para los orbitales HOMO-1 y LUMO+1, y AE= -217,022 Kcal/mol correspondiente a los
orbitales HOMO-LUMO. A partir de estos resultados podemos deducir que cuanto menor es la
diferencia de energia entre los orbitales, mayor sera la facilidad con lo cual se mueven los electrones,
es por esto que dichos compuestos experimentan transiciones a mas baja energia.
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Figura 55. Diagrama de niveles de energia calculado para la estructura HOMO-LUMO en el compuesto acdadbz
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Figura 56. Diagrama de niveles de energia calculado para la estructura HOMO-LUMO en el compuesto HTA2.
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A partir de la energia calculada para los orbitales moleculares de los compuestos en estudio, podemos
inferir informacidn sobre la energia de ionizacion (El) y la afinidad electronica (AE) de los compuestos
en estudiado. La EI esta relacionada con la energia necesaria para sustraer un electron al sistema y la
AE esta relacionada con la energia desprendida al adicionar un electron al sistema. Por tanto, la El esta
relacionada con la energia del orbital HOMO y la AE con el orbital LUMO. De este modo se suelen
obtener valores tedricos que reproducen muy bien los valores experimentales [81], siguiendo las
siguientes relaciones:
El = - Evomo
AE = - ELumo
Por otra parte, la electronegatividad absoluta (yabs) y la dureza absoluta () estan relacionadas con estos
términos [82] como se describe a continuacion:
xabs = (El + AE) /2 = (EHomo + ELumo) / 2
n = (EI - AE) /2 = (EHowmo - ELumo) / 2
De esta manera, las moléculas duras se caracterizan por presentar una gran brecha energética HOMO-
LUMO mientras que en las moléculas blandas, la brecha es pequefia [83]. Otras propiedades
importantes relacionadas con el momento dipolar () y la dureza son el indice de electrofilicidad (®) y
la suavidad global (S), que se muestran en las ecuaciones a continuacion:
o=p?/2n
S=1/n
Los indicadores globales (caracterizan las especies como un todo) son propiedades electronicas
intrinsecas del sistema que indican la disponibilidad que poseen para que ocurra un cambio quimico. El
potencial quimico (p) mide la tendencia de migracion de los electrones del sistema en equilibrio, de
manera que los electrones fluyen desde regiones de alto potencial quimico hacia regiones de bajo
potencial quimico, este flujo ocurrira hasta que | sea constante a través de todo el sistema [84]. La
dureza absoluta () puede ser vista como la resistencia de un sistema a la transferencia de carga, en
consecuencia, permite caracterizar la estabilidad de los sistemas en estudio, el indice de electrofilicidad
(o) es una medida de la estabilizacion energética del sistema cuando se satura de electrones que
provienen del medio externo, es decir, mide la tendencia que posee un sistema para atraer electrones.
La suavidad (S), es el inverso de la dureza y constituye un concepto Util para la prediccion de la
“reactividad quimica”. Las moléculas blandas sufren cambios en su densidad electrénica mas
facilmente que las moléculas duras y por ende, son mas reactivas. En general, se puede decir que el
incremento en la suavidad se asocia con el incremento de la reactividad quimica, mientras que la
dureza estd relacionada con la disminucion de la reactividad quimica. Por otro lado, la
electronegatividad absoluta (yas) mide la habilidad para atraer electrones hacia si misma. Los
indicadores globales calculados para los compuestos en estudio se muestran en la tabla 22 y 23.

Tabla 22. Electronegatividad absoluta (yabs), dureza absoluta (1) de los compuestos en estudio.

abs - n % p (Debye) _

PM6 | PM7 PM6 | PM7 PM6 | PM7
acdabz -4,46 | -4,675 | -4,568 | -3,07 | -3,539 | -3,619 | 7,43 | 7,991 | 7,711
acdadbz -451 | -4,662 | -4,586 | -3,68 | -3,486 | -3,583 | 8,65 | 7,444 | 8,047
HTA1l -5,01 | -5,161 | -5,131 | -4,76 | -4,751 | -4,756 | 3,68 | 3,332 | 3,506

HTA2 -492 | -4,998 | -4,959 | -4,63 | -4,706 | -4,666 | 4,16 | 4,006 | 4,083

HTA3 -4,92 | -4,794 | -4,857 | -4,16 | -4,047 | -4,103 | 4,61 | 4,688 | 4,649

Compuesto
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Tabla 23. Indice de electrofilicidad (®) y suavidad global (S) de los compuestos en estudio.

[0} _ S _
PM6 | PM7 X I'pve [ pPm7 | X
746 | -7,251 | -7,356 | -0,27 | -0,28 | -0,275
10,17 | -7,949 | -9,059 | -0,27 | -0,29 | -0,28
1,42 | -1,169 | -1,295 | -0,21 | -0,21 | -0,21
1,87 | -1,705 | -1,788 | -0,22 | -0,21 | -0,215
255 | -2,715 | -2,633 | -0,24 | -0,25 | -0,245

Evaluando el valor absoluto en los célculos realizados para los compuestos en estudio, se tiene que los
compuestos mas duros son HTA1> HTA2> HTA3> acdabz> acdadbz. De acuerdo a esto los
compuestos mas reactivos son: acdadbz> acdabz> HTA3> HTA2> HTAL.

10.1 Relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR).

La polarizabilidad puede discutirse de forma indirecta sobre la base de la dureza de una molécula. Es
bien sabido, segun la teoria de Pearson, que aquellas especies consideradas ‘“duras” poseen poco
volumen molecular, por ende, poca polarizabilidad, mientras que aquellas denominadas “blandas”
tienen volimenes moleculares considerablemente mayores y en consecuencia alta polarizabilidad. El
indice de dureza (n) — definido anteriormente — indica de forma cuantitativa la polarizabilidad de una
especie.

La tabla 22 presenta los indices de dureza para cada uno de los compuestos en estudio, como medida
directa de su polarizabilidad, calculados mediante los métodos semi-empiricos PM6 y PM7, en esta se
observa que el mayor indice de dureza se asocia al farmaco comercial 5,5-difenilhidantoina (HTAL),
seguido del compuesto HTA2 y HTAS3, siendo una medida para evaluar la actividad del farmaco, por lo
tanto se esperaria que dichos compuestos tengan un mejor efecto que los pro-ligandos nitrégeno
sulfurados.

Un farmaco depende de dos procesos:
e Farmacocinética: camino que sigue el farmaco desde su administracion al organismo hasta el
sitio de interés.
e Farmacodinamia: interaccion del farmaco con el sitio especifico de accion.

El primer proceso depende de la estructura molecular del compuesto, pues contabiliza la velocidad con
la cual un compuesto llega a su sitio de accion y la interaccion con las membranas celulares (medio
lipofilico) y el citoplasma (medio acuoso).
Para evaluar el segundo proceso, se estudia la habilidad de un compuesto para particionarse en 1-
octanol (simula la parte lipidica de la membrana) y agua. Se define como una medida de lipofilicidad al
coeficiente de particion P entre 1-octanol y agua, y se describe de la siguiente manera:

_ [Eﬂm}mﬂstﬂ ] pctanel

- [compuesto ];gu, (1 — )
Donde a es el grado de disociacién del compuesto en agua, calculado a partir de las constantes de
disociacion [85].

De la ecuacion anterior se puede deducir que cuando un compuesto es mas soluble en 1-octanol que en
agua: P es mayor que 1, en consecuencia log P es positivo. De lo contrario, si un compuesto es mas
soluble en agua que en 1-octanol: P es menor que 1, por ende log P es negativo. En conclusion, se
puede decir que a mayor valor de P mayor interaccion del farmaco con la membrana lipidica, y a
medida que P se acerca a 0, el compuesto permanece en la fase acuosa.
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Para evaluar la relacion estructura-actividad es posible aproximarse en funcién de dos parametros
fundamentales [86]:

a) Polarizabilidad
b) Lipofilicidad

En la tabla 24 se expone el volumen molecular y el logaritmo del coeficiente de particion de cada
compuesto. El logaritmo del coeficiente de particion muestra valores positivos, indicando como ya se
menciond, que los compuestos estudiados son solubles en el segmento lipidico de la membrana
(lipofilicos), esto quiere decir que atraviesan la membrana plasmatica, el cual permite que el compuesto
Ilegue hacia el sitio de accion. El farmaco de referencia (HTAL) posee un valor de 2,14 en base a este
farmaco se comparan los demas compuestos, teniendo valores del logaritmo del coeficiente de particion
por debajo del fArmaco de referencia el compuesto acdadbz, indicando que su facilidad para atravesar
la membrana plasmatica es menor que el compuesto HTAL, por otro lado los compuestos acdabz,
HTA2 y HTA3 atraviesan la membrana con mayor facilidad que el compuesto de referencia.

Tabla 24. Propiedades calculadas: VVolumen (A3) y Log P.

Compuesto Volumen (A3) Log P
Acdabz 253,00 2,53
Acdadbz 267,67 1,75
HTAL 256,07 2,14
HTA2 274,18 2,63
HTA3 265,72 2,99

11. Ensayos bioldgicos.

Los roedores utilizados en este proyecto corresponden a la linea NMRI (pertenecientes al Bioterio de la
Universidad de los Andes), ya que son no consanguineos, es decir, animales de una misma especie
genéticamente diferentes o genéticamente “no definidos”, a pesar de que son producidos dentro de una
misma colonia cerrada durante mas de cuatro generaciones, con un tamafio basico de la poblacién que
posibilita que el incremento de la consanguinidad no sea mayor del 1% por generacion (Fig. 57).
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Figura 57. Diagrama de reproduccidn de una linea de roedores no consanguineos.

Figura 58. Roedores BIOU:NMRI.

Los roedores se encuentran en condiciones controladas y especificas, las cuales se muestran en la tabla
25.
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Tabla 25. Condiciones ambientales de los roedores en estudio.

Sexo Macho
Linea NMRI
Peso del roedor (30 2)g
Alimento (marca Protinal) Ratarina, pasteurizada a 60 °C durante 10 minutos
Agua Esterilizada a 120 °C durante 15 min
Encamado Concha de arroz, esterilizada a 120 °C durante 15 minutos

Esterilizada a 120 °C durante 15 minutos

Jaula Dimensiones: L = 26 cm, A= 20 cm, h=13 cm

En primer lugar, se procedio a estudiar el efecto de la convulsidn bajo la dosificacion con pilocarpina
(225mg/Kg), via intraperitoneal (Fig. 59), utilizando tres roedores para el estudio. Las convulsiones
aparecian en promedio 18 min después de ser dosificados, las manifestaciones de la convulsion se
encuentran especificadas en la tabla 26, en la tabla 27 también se muestra el periodo interictal para los
tres roedores en estudio.

Figura 59. Dosificacion via entraperitoneal de un roedor BIOU:NMRI.

Tabla 26. Manifestaciones de la convulsion utilizando pilocarpina en roedores BIOU:NMRI.

Tiempo de aparicion  Tiempo de duracion de Manifestaciones de la

Roedor o : i6 - i0
de la convulsion (min) la convulsion (min) convulsion

10 0,1

. 21 0,6 Piloereccion, temblores,
24 03 defecacion, inmovilidad.
25 0,7
23 0,2
27 0.3 Piloereccion, temblores,

2 30 04 defecacion, inmovilidad
32 05 ' '
34 0,7
22 0,2
25 0,2 Piloereccion, temblores,

3 31 04 defecacion, inmovilidad
33 0,6 ’ '
34 0,7
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Tabla 27. Periodo interictal utilizando pilocarpina en roedores BIOU:NMRI.

Roedor Periodo interictal (min)

11
1 3
1
4
3
2 2
2
3
6
3 2
1

Las condiciones de los roedores se clasificaran de la siguiente manera:

Muerto: defuncion del roedor.
Muy bueno: si el roedor puede moverse normalmente.
Bueno: si el roedor permanece inmovil (tranquilo).

Estable: inmovilidad del roedor, con espasmos generalizados en las extremidades (delanteras,
traseras o ambas).

Mala: si el roedor tiene espasmos en todo su cuerpo.
Muy mala: inmovilidad y respiracion lenta.

En funcién de lo anterior se plantea una escala cuantitativa, para la evaluacién de las condiciones del
roedor en funcion del tiempo. La escala se acotard como sigue:

Tabla 28. Escala cuantitativa de las condiciones fisicas de los roedores BIOU:NMRI.

Escala numérica Condicion fisica

0 Muerto

1 Muy bueno
2 Bueno

3 Estable

4 Mala

5 Muy mala

Se dosificaron cinco (5) roedores con la 5,5-difenilhidantoina (HTAL), el cual sera el compuesto de
referencia, puesto que es ampliamente comercializado contra la epilepsia. Comparando el tiempo de
aparicion de las convulsiones con HTAL, y las inducidas por pilocarpina, observamos que dicho
farmaco tiene un efecto protector favorable, ya que extiende el tiempo en el cual aparece la crisis
epiléptica, en la tabla 29 se muestra que los roedores tienen en promedio 4 episodios epilépticos. El
periodo interictal, que es el tiempo que transcurre entre una crisis y otra se muestra en la tabla 30.

Se estudiaron las condiciones de los roedores durante los ocho dias de evaluacion, y se realizaron
distintos gréaficos de 360, representando asi el porcentaje del estado fisico. Estos pueden observarse en
las tablas 32 a 36.
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Tabla 29. Manifestaciones de la convulsion utilizando HTAL como farmaco protector en roedores BIOU:NMRI.

Tiempo de aparicion

Tiempo de duracion de

Manifestaciones de la

Roedor T . . . i
de la convulsion (min) la convulsion (min) convulsion

26 0,2

1 43 0,2 Piloereccion, Temblores,
45 1,2 defecacion, inmovilidad.
47 0,1
32 0,2
35 0.2 Piloereccion, Temblores,

2 36 0.3 defecacidn, inmovilidad
38 0,2 ! '
39 0,6
24 0,1

3 32 0,2 Piloereccion, Temblores,
34 0,3 defecacion, inmovilidad.
35 0,3
23 0,3

4 29 0,2 Piloereccion, Temblores,
30 0,2 defecacion, inmovilidad.
31 0,4

5 39 0.1 Piloereccion, Temblores,

defecacion, inmovilidad

Tabla 30. Periodo interictal utilizando HTA1 como farmaco protector en roedores BIOU:NMRI.

Roedor Periodo interictal (min)

17
1 2
2
3
1
2 2
1
8
3 2
1
6
4 1
1
5 0

Tabla 31. Condicion de los roedores durante los ocho (8) dias de observacion con el HTAL.

Laboratorio de Organometalicos

Roedor
Dia 1 23435
1 (dosificacion) 4 4 4 4 4
2 2 3 3 2 3
3 2 2 3 2 2
4 2 2 2 2 2
5 2 2 2 2 2
6 2 1 1 2 1
7 11 1 2 1
8 (sacrificio) 1 1 1 1 1
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Trabajo Especial de Grado

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 2 25
Buena 5 62,5
Mala 1 12,5
Total 8 100,0

Tabla 33. Estudio estadistico para el roedor 2 utilizando como farmaco HTAL.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 3 37,5
Buena 3 37,5
Estable 1 12,5
Mal 1 12,5
Total 8 100

Tabla 34. Estudio estadistico para el roedor 3 utilizando como farmaco HTA1L.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 3 37,5
Buena 2 25
Estable 2 25
Mal 1 12,5
Total 8 100
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Tabla 35. Estudio estadistico para el roedor 4 utilizando como farmaco HTAL.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 1 12,5
Buena 6 75

Mal 1 12,5
Total 8 100

Tabla 36. Estudio estadistico para el roedor 5 utilizando como farmaco HTAL.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 3 37,5
Buena 3 37,5
Estable 1 12,5
Mal 1 12,5
Total 8 100

El compuesto 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (HTAZ2) tuvo un efecto protector favorable, ya que el
namero de episodios epilépticos es en promedio de uno (1) por roedor, presentando dicho compuesto
una disminucion de los episodios considerable respecto al farmaco de referencia. Los valores de
aparicion y duracion de las convulsiones se muestran en la tabla 37. Con este farmaco el periodo
interictal disminuye (tabla 38) comparado con el periodo interictal para la HTAL. En la tabla 39 se
encuentran las condiciones fisicas de los roedores para este farmaco, las cuales fueron muy buenas, es
decir los roedores se recuperaron mas facilmente con la HTA2. En las tablas 40 a 44 se encuentra el
estudio estadistico respecto a las condiciones fisicas para cada roedor en especifico.

El farmaco HTA2 posee una diferencia estructural respecto a la HTAL, y es un metilo en posicion
cuatro (4-CHs) en uno de sus anillos bencénicos, el cual puede modificar significativamente la duracion
de la accion del compuesto y la potencia del mismo [82]. Es por esto que el HTA2 tuvo un mejor efecto
que el farmaco de referencia (HTAL).
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Tabla 37. Manifestaciones de la convulsion utilizando HTA2 como farmaco protector en roedores BIOU:NMRI.

Roedor Tiempo de aparicion de Tiempo de duracion de Manifestaciones de la

la convulsion (min) la convulsion (min) convulsion.
1 28 0.1 Piloereggiéq, temb]gres,
defecacion, inmovilidad.
2 gg 8; Defecacion, inmovilidad.
27 0,2
3 33 0,3 Piloereccion, temblores,
36 0,3 defecacion, inmovilidad.
40 0,3
4 NC NC Defecacion, inmovilidad.
5 NC NC Defecacion, inmovilidad.

NC: No convulsion6.

Tabla 38. Periodo interictal utilizando HTA 2 como farmaco protector en roedores BIOU:NMRI.

Roedor Periodo interictal (min)

1 0
2 6

6
3 3

4
4 0
5 0

Tabla 39. Condicion de los roedores durante los ocho (8) dias de observacion con el HTA2.

Roedor
Dia 1 2 3 45
1 (dosificacion) 4 3 3 4 4
2 2 3 2 3 3
3 2 2 2 2 2
4 2 2 2 21
5 2 2 2 21
6 2 1 2 11
7 2 1.1 11
8 (sacrificio) 1 1 1 1 1

Tabla 40. Estudio estadistico para el roedor 1 utilizando como farmaco HTA2.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 1 12,5
Buena 6 75
Mala 1 12,5
Total 8 100
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Frecuencia Porcentaje

Muy buena 3 37,5

Buena 3 37,5
Estable 2 25
Total 8 100

Tabla 42. Estudio estadistico para el roedor 3 utilizando como farmaco HTA2.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 2 25
Buena 5 62,5
Estable 1 12,5
Total 8 100

Tabla 43. Estudio estadistico para el roedor 4 utilizando como farmaco HTA2.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 3 37,5
Buena 3 37,5
Estable 1 12,5
Mal 1 12,5
Total 8 100
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Tabla 44. Estudio estadistico para el roedor 5 utilizando como farmaco HTA2.
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Frecuencia Porcentaje

Muy buena
Buena
Estable

Mal

Total

62,5
12,5
12,5
12,5

100

Para el compuesto 5,5-difenil-2-tiohidantoina (HTA3) también se obtuvo un efecto protector favorable,
puesto que los roedores presentan dos (2) episodios epilépticos en promedio, adicionalmente, las crisis
aparecen 10 minutos después en comparacion con HTAL. En la tabla 45 se observan el tiempo de
aparicion y duracion de las convulsiones asi como también la manifestacion de las mismas para cada
roedor, el periodo interictal disminuye con este compuesto como puede evidenciarse en la tabla 46. Las
condiciones fisicas de los roedores fueron buenas, este hecho se resume en la tabla 47. Se realizd un
estudio estadistico de las condiciones fisicas para cada roedor las cuales se encuentran en las tablas 48-

52.

Tabla 45. Manifestaciones de la convulsién utilizando HT A3 como farmaco protector en roedores BIOU:NMRI.

Tiempo de aparicion de Tiempo de duracion de

Manifestaciones de la

Roedor T . . . .,
la convulsion (min) la convulsion (min) convulsion.

32 0,2 Piloereccion, Temblores,
1 a1 0,5 defecacion, inmovilidad
43 0,2 ' '
2 NC NC Defecacion, inmovilidad.
3 26 0,1 Piloereccion, Temblores,
30 0,3 defecacion, inmovilidad.

29 0,2 . .,
Piloereccion, Temblores,
4 31 0,2 defecacion, inmovilidad
33 0,2 ' '
5 76 0,2 Piloereccion, Temblores,
81 0,4 defecacion, inmovilidad.

Tabla 46. Periodo interictal utilizando HTA 3 como farmaco protector en roedores BIOU:NMRI.
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Tabla 47. Condicion de los roedores durante los ocho (8) dias de observacion con el HTAS.

Roedor
Dia 1 2 345
1 (dosificacion) 4 4 3 4 4
2 3 3 2 3 3
3 2 3 2 3 3
4 2 2 2 3 3
5 2 2 2 3 3
6 1 2 2 2 2
7 111 2 2
8 (sacrificio) 1 1 1 1 1

Tabla 48. Estudio estadistico para el roedor 1 utilizando como farmaco HTA3.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 3 37,5
Buena 3 37,5
Estable 1 12,5
Mal 1 12,5
Total 8 100

Tabla 49. Estudio estadistico para el roedor 2 utilizando como farmaco HTA3.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 2 25
Buena 3 375
Estable 2 25
Mal 1 12,5
Total 8 100
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Tabla 50. Estudio estadistico para el roedor 3 utilizando como farmaco HTA3.
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Frecuencia Porcentaje

Muy buena 2 25
Buena 5 62,5
Estable 1 12,5
Total 8 100

Tabla 51. Estudio estadistico para el roedor 4 utilizando como farmaco HTA3.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 1 12,5
Buena 2 25
Estable 4 50
Mal 1 12,5
Total 8 100

Tabla 52. Estudio estadistico para el roedor 5 utilizando como farmaco HTA3.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 1 12,5
Buena 2 25
Estable 4 50
Mal 1 12,5
Total 8 100

El compuesto &cido 2-(bencilamino)ciclopent-1-enoditiocarboxilico (acdabz) no tuvo un efecto
favorable ya que los roedores experimentan un mayor numero de convulsiones en comparacion con el
farmaco de referencia HTA 1 (tabla 53), aumentando de esta manera el periodo interictal (tabla 54).
Los roedores experimentaron condiciones fisicas definidas como muy malas, es decir inmoviles y con
respiracion lenta. Con dicho compuesto ningun roedor tuvo una condicion fisica de muy buena, es
decir, no llegaron a moverse normalmente (tabla 55). El estudio estadistico para los distintos roedores

con el proligando acdabz se encuentran en las tablas 56-60.
Laboratorio de Organometalicos

81



Trabajo Especial de Grado

Tabla 53. Manifestaciones de la convulsion utilizando el proligando acdabz como farmaco protector en roedores
BIOU:NMRI.

Tiempo de aparicion de Tiempo de duracion de Manifestaciones de la

Roedor T . . . .,
la convulsion (min) la convulsion (min) convulsion.
39 0,3
a1 0.2 Piloereccion, temblores,
1 43 0,3 defecacion, inmovilidad
45 0,3 ' '
54 0,2
38 0,2
71 0,1
75 0,1
78 0,3
2 gé 8; Defecacion, inmovilidad.
84 0,4
87 0,2
88 0,8
90 0,6
25 0,2
3 32 0,5 Piloereccion, temblores,
35 0,8 defecacion, inmovilidad.
36 0,6
26 0,4
31 0,2
32 0,2
4 gj 85 Defecacion, inmovilidad.
35 0,3
41 0,2
44 0,3
5 47 0,2 Defecacion, inmovilidad.
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Tabla 54. Periodo interictal utilizando acdabz como farmaco protector en roedores BIOU: NMRI.

Roedor Periodo interictal (min)

2
2
1 2
9
33
4
3
3
2 2
1
3
1
2
7
3 3
1
5
1
1
4 1
1
6
3
5 0

Tabla 55. Condicion de los roedores durante los ocho (8) dias de observacion con el acdabz.

Roedor
Dia 1 2 3 45
1 (dosificacion) 4 5 5 4 5
2 4 5 5 4 4
3 3 3 5 3 4
4 3 3 4 3 4
5 3 3 3 23
6 3 23 23
7 2 2 2 2 2
8 (sacrificio) 2 2 2 2 2
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Tabla 56. Estudio estadistico para el roedor 1 utilizando como farmaco acdabz.

Trabajo Especial de Grado

Frecuencia Porcentaje

Buena 2 25
Estable 4 50
Mal 2 25
Total 8 100

Tabla 57. Estudio estadistico para el roedor 2 utilizando como farmaco acdabz.

Frecuencia Porcentaje

Buena 3 37,5

Estable 3 375
Muy mala 2 25
Total 8 100

Tabla 58. Estudio estadistico para el roedor 3 utilizando como farmaco acdabz.

Frecuencia Porcentaje

Buena 2 25
Estable 2 25
Mal 1 12,5
Muy mala 3 37,5
Total 8 100
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Tabla 59. Estudio estadistico para el roedor 4 utilizando como farmaco acdabz.
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Frecuencia Porcentaje

Buena 4 50
Estable 2 25
Mala 2 25
Total 8 100

Tabla 60. Estudio estadistico para el roedor 5 utilizando como farmaco acdabz.

Frecuencia Porcentaje

Buena 2 25
Estable 2 25
Mal 3 375
Muy mal 1 12,5
Total 8 100

En el caso del proligando acido 2-[2-(3,4-dimetoxifenil)etanol]ciclopent-1-enoditiocarboxilico
(acdadbz), se obtuvo un efecto protector favorable, ya que el nimero de episodios epilépticos
disminuye, y la crisis aparece aproximadamente 6 minutos después (tabla 61), comparandola con el
farmaco de referencia HTAL. De igual manera, disminuye el tiempo entre una crisis y otra (tabla 62).
Las condiciones fisicas de los roedores durante ocho (8) dias de observacidn se encuentran en la tabla
63, teniendo en general un estado fisico definido anteriormente como bueno, en las tablas 64 a 68 se
puede ver el estudio estadistico para los diferentes roedores utilizados para examinar el proligando

acdadbz.
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Tabla 61. Manifestaciones de la convulsion utilizando el proligando acda4bz como farmaco protector en ratones
BIOU:NMRI.

Tiempo de aparicion de Tiempo de duracion de Manifestaciones de la

Roedor T . . . .,
la convulsion (min) la convulsion (min) convulsion.

1 35 0,2 Piloereccion, Temblores,
56 0,3 defecacion, inmovilidad.

2 NC NC Defecacion, inmovilidad.
26 01 Piloereccion, Temblores,

3 32 0,2 defecacion, inmovilidad
34 0,3 ' '
32 0,2

4 jg 81 Defecacion, inmovilidad.
51 0,3
35 0,3

5 44 0,5 Defecacion, inmovilidad.
47 0,3

Tabla 62. Periodo interictal utilizando acda4bz como farmaco protector en roedores BIOU:NMRI.

Roedor Periodo interictal (min)

1 21
2 0
6
3 2
14
4 3
2
9
5 3

Tabla 63. Condicion de los roedores durante los ocho (8) dias de observacion con el acdadbz.

Roedor
Dia 1 2 3 45
1 (dosificacion) 4 4 4 4 4
2 3 3 2 3 3
3 3 3 2 3 3
4 2 3 2 2 3
5 2 2 2 2 3
6 2 1 2 2 2
7 11 2 1 2
8 (sacrificio) 1 1 1 1 2
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Tabla 64. Estudio estadistico para el roedor 1 utilizando como farmaco acda4bz.
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Frecuencia Porcentaje

Muy buena 2 25
Buena 3 37,5
Estable 2 25
Mala 1 12,5
Total 8 100

Tabla 65. Estudio estadistico para el roedor 2 utilizando como farmaco acda4bz.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 3 37,5
Buena 1 12,5
Estable 3 375
Mala 1 12,5
Total 8 100

Tabla 66. Estudio estadistico para el roedor 3 utilizando como farmaco acda4bz.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 1 12,5
Buena 6 75

Mal 1 12,5
Total 8 100
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Tabla 67. Estudio estadistico para el roedor 4 utilizando como farmaco acda4bz.

Frecuencia Porcentaje

Muy buena 2 25
Buena 3 37,5
Estable 2 25
Mala 1 12,5
Total 8 100

Tabla 68. Estudio estadistico para el roedor 5 utilizando como farmaco acda4bz.

Frecuencia Porcentaje

Buena 3 37,5

Estable 4 50
Mala 1 12,5
Total 8 100

En la figura 59a se representa un diagrama del estado fisico “muy bueno” de los roedores BIOU:NMRI
dosificados con los distintos compuestos en estudio, en este grafico se observa que para el compuesto
HTAZ2, los roedores tienen una mejor respuesta en cuanto a su condicion que el farmaco comercial
(HTAL), con el cual tienen un porcentaje de 28 %, posteriormente se tiene el compuesto HTA3 con un
porcentaje de 21 % vy el proligando acda4bz con 19 %. EI compuesto acdabz no se encuentra en dicha
representacion, puesto que ningun roedor dosificado con este proligando experimento un estado fisico
definido como “muy buena”. Mientras que en la figura 59b se presenta la clasificacion del estado fisico
“malo” de los roedores BIOU:NMRI, para cada compuesto en estudio, el compuesto de referencia
(HTAL) y el proligando acdad4bz muestran un porcentaje de 20 %, seguido del compuesto HTA3 que
presenta un porcentaje menor (16 %). Los roedores que se recuperaron mejor fueron aquellos
dosificados con el HTA2, por lo tanto la clasificacion de su condicion fisica definida como “mala”
presenta un menor valor (12 %). Los roedores que mayormente percibieron el estado fisico definido
anteriormente como “mal0” fueron los dosificados con el proligando acdabz, por ende no presenta
actividad como farmaco anticonvulsivante.
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Figura 60. a) Estado fisico “muy bueno” en los roedores con los diferentes compuestos. b) Estado fisico “malo” en los
roedores con los diferentes compuestos.

En la tabla 69 se resume el nimero de convulsiones experimentadas por los roedores BIOU:NMRI para
cada compuesto en estudio. Como ya se ha mencionado, el compuesto de referencia en este trabajo es
la 5,5-difenilhidantoina (HTAL), en base a esta seran evaluados los deméas. Observamos asi que el
compuesto que reduce notablemente las convulsiones es la 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (HTA2),
teniendo un efecto protector favorable, mayor que el farmaco comercial, de igual manera acttan los
compuestos 5,5-difenil-2-tiohidantoina (HTA3) y acda4bz reduciendo la frecuencia de las convulsiones
en los roedores. Por su parte, el proligando acdabz aument6 el niamero de convulsiones, es decir, no
muestra un efecto protector en las crisis convulsivas.

Tabla 69. Frecuencia de las convulsiones en roedores BIOU:NMRI con los distintos farmacos.

Roedor Roedor Roedor Roedor Roedor

Farm Promedi
armaco 1 5 3 4 5 omedio
5,5-difenilhidantoina (HTA1) 4 5 4 4 1 3,6
5-(4-metilfenil)-5-

fenilhidantoina (HTA2) ! 2 4 0 0 14
5,5-difenil-2-tiohidantoina

(HTA3) 3 0 2 3 2 2
acdadbz 2 0 3 4 3 2,4
acdabz 5 10 4 8 1 5,6

Por ultimo, se realizaron las respectivas necropsias a los roedores, ocho dias después de ser dosificados,
sacrificandolos en una camara de halotano. Cada uno de ellos fue comparado con una muestra de tres
roedores control-control, los cuales no fueron dosificados con ningln tipo de compuesto. Los
resultados fueron los siguientes:

e Roedores BIOU:NMRI control-control
Son aquellos roedores utilizados para evaluar algin tipo de variacion en el ambiente, sin ser
dosificados. En la figura 61 se muestran tres roedores, en donde se pueden apreciar sus érganos:
corazén, pulmones, vesicula y estdbmago, asi como también los intestinos grueso y delgado de los
roedores BIOU:NMRI en condiciones normales.

Laboratorio de Organometalicos 89



Trabajo Especial de Grado

(@) (b) (©)

Figura 61. Roedores BIOU:NMRI control-control. (a): roedor control 1. (b): roedor control 2. (c): roedor control 3.
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Figura 62. Necropsias de los roedores BIOU:NMRI. (a): Roedor dosificado con HTA1L. (b): roedor dosificado con HTA2.
(c): roedor dosificado con HTA3. (d): roedor dosificado con acdabz. (€): roedor dosificado con acdadbz.

En la figura 62 se muestran los distintos roedores dosificados con los compuestos HTAL, HTA2,
HTAS3, acdabz y acdadbz respectivamente, en ellos se observan todos sus 6rganos en buen estado,
comparados con los roedores control-control. Sin embargo, no se puede afirmar que dichos compuestos
no presenten efectos adversos a largo plazo, puesto que no se realizaron pruebas de toxicidad cronica ni
toxicidad aguda.
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12. Conclusiones.

Los proligandos sintetizados fueron suficientemente caracterizados y, a través del calculo
computacional se determind que los compuestos mas duros y menos reactivos, segun la escala de
Pearson, son los compuestos hidantoinicos.

El estudio computacional permitié confirmar las transiciones electronicas determinadas a través de la
espectroscopia de absorcion electrdnica, siendo estas de n—n* y n—n*.

Sobre la base de los ensayos bioldgicos realizados se determiné que el compuesto 5-(4-metilfenil)-5-
fenilhidantoina (HTA2) presentd una actividad anticonvulsivante mayor que el farmaco de referencia
5,5-difenilhidantoina (HTAL). Por otro lado, los compuestos 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina
(HTA2), 5,5-difenil-2-tiohidantoina (HTA3) y el &cido 2-[2-(3,4-dimetoxifenil)etanol]ciclopent-1-
enoditiocarboxilico disminuyeron el numero de ataques convulsivos en roedores BIOU:NMRI.

El acido 2-(bencilamino)ciclopent-1-enoditiocarboxilico no tuvo un efecto favorable, por el contrario,
induce un mayor namero de convulsiones que el farmaco de referencia.

A través del estudio QSAR se determind que los compuestos que presentan una mayor actividad en
sistemas bioldgicos son el acido 2-[2-(3,4-dimetoxifenil)etanol]ciclopent-1-enoditiocarboxilico, la 5,5-
difenilhidantoina (HTA2) y la 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (HTA3), 5,5-difenil-2-tiohidantoina
(HTAL), lo cual concuerda con los resultados obtenidos por medio de los ensayos bioldgicos.
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13. Recomendaciones.

1. Realizar ensayos de toxicidad crénica y toxicidad aguda en roedores BIOU:NMRI para los
compuestos 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (HTAZ2), 5,5-difenil-2-tiohidantoina (HTA3) vy el
acido  2-[2-(3,4-dimetoxifenil)etanol]ciclopent-1-enoditiocarboxilico 'y  ensayar  estos
compuestos en otras especies tales como: rata, hAmster y cobayos.

2. Realizar estudios histolégicos con el fin de evaluar el posible deterioro fisico en los roedores
BIOU:NMRI, producido por los compuestos en estudio.

3. Disefiar y modelar mediante la quimica computacional una familia de farmacos homélogos con
el fin de estudiar la relacion cuantitativa estructura-actividad.
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