Il. Preparacion de nuevas fenilamidas anticonvulsionantes

Sergio Enrique Meza-Toledo*y Guillermo Carvajal-Sandoval

Departamento de Bioquimica, Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, IPN, México D.F., México

Recibido en su versiéon modificada: 20 de abril de 2006

RESUMEN

Enel presentetrabajo seprepararonunaserienuevadefenilamidas
anti convul sionantes conteniendo |os grupos trifluorometilo, fltor,
bromo y cloro en el anillo aromético de los compuestos DL-2-
hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida (DL-HEPA), DL-3-hidroxi-3-etil-
3-fenilpropionamida (DL-HEPP) y DL-4-hidroxi-4-etil-4-fenilbu-
tiramida (DL-HEPB). Loscompuestospreparadospresentaronuna
actividad anticonvulsionante bastante significativa contra las
convulsionesy lamuerte provocadaspor el metrazol enratones. La
incorporacién de hal 6genos en el anillo aromético de DL-HEPA,
DL-HEPP y DL-HEPB condujo a compuestos con una actividad
anticonvulsionante similar a la del fenobarbital. Se presentan
evidencias de quelasfenilamidas preparadas podrian actuar como
antagonistas de los receptores del GABA.
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Introduccién

L a epilepsia es una de las enfermedades neuroldgicas
mas comunes que afecta el 1 % de la poblacion mundial.*
A pesar de los antiepilépticos utilizados en clinica, un nimero
significativo de pacientes, entre el 20 y el 30%, se muestra
resistente a los antiepilépticos disponibles,? por lo que existe la
clara necesidad de desarrollar nuevos medicamentos.

Cuando se produce un desequilibrio entre los dos princi-
pales neurotransmisores en el cerebro, el L-glutamato (neu-
rotransmisor excitador) y el acido gamma-amino butirico
(conocido como GABA, que es un neurotransmisor inhibidor),
se originan las convulsiones. Por lo que la estrategia farma-
cologica en el tratamiento de la epilepsia consiste en utilizar
farmacos que reduzcan la excitabilidad neuronal o que poten-
cien los mecanismos inhibitorios mediados principalmente
por GABA en el caso de los antiepilépticos de uso clinico
como son las benzodiazepinas, el fenobarbital, la tiogabinay
el vigabatrin.®

Sin embargo, la teoria del desbalance excitacion-inhibi-
cion de la epileptogénesis ha sido cuestionada por el hallaz-
go de que el GABA no siempre inhibe la actividad neural. Si
bien, en el cerebro adulto, el GABA induce usualmente
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SUMMARY

In this manuscript we describe a novel series of anticonvulsants
containingtrifluoromethyl, fluorine, bromineand chlorinegroupsat
the phenyl ring of compounds DL-2-hydroxy-2-ethyl-2-phenyl
acetamide (DL-HEPA), DL-3-hydroxy-3-ethyl-3-phenyl
propionamide (DL-HEPP) and DL-4-hydroxy-4-ethyl-4-phenyl
butyramide (DL-HEPB). Synthesized compounds exhibited a
significant anticonvulsant activity against seizures and death
induced by metrazol in mice. Incorporation of halogens at the
phenyl ring of DL-HEPA, DL-HEPP and DL-HEPB lead to
compounds with an anticonvulsant activity similar that of
phenobarbital. The latter constitutes evidence that prepared
phenylamides could act as GABA receptor antagonists.
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hiperpolarizacién neuronal, en el cerebro juvenil es despo-
larizante.>*® Asimismo, el incremento de la neurotransmi-
sion GABAérgica de las interneuronas de las regiones tala-
mo-corticales se ha asociado con las crisis de ausencias que
ocurren tanto en personas como en animales.”*3

La serie homologa de compuestos anticonvulsionantes
se desarroll6 en México.'* Los compuestos son el HEPA, el
HEPP y el HEPB (Figura 1). Presentan un amplio perfil
anticonvulsionante en el caso de convulsiones provocadas
por drogas como: el metrazol, la bicuculina, la tiosemicarba-
zida, por electrochoque y en el caso del kindling.**¢ EI
amplio espectro de actividad anticonvulsionante que exhi-
ben el DL-HEPA, el DL-HEPP y el DL-HEPB es similar al del
fenobarbital y del valproato. Sus dosis efectivas medias son
superiores a las del valproato y de la etosuccimida e inferio-
res a las de la difenilhidantoina y de las benzodiazepinas,
teniendo en relacién con éstos la ventaja de su amplitud de
espectro antiepiléptico.

Los resultados obtenidos con estos compuestos los
hacen candidatos a antiepilépticos mayores.

En otros estudios realizados. el DL-HEPP disminuy6 la
descarga del foco epiléptico en la fase inicial del sindrome
de abstinencia al GABA.*" Este sindrome era considerado
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Figural. Serie homdloga anticonvulsionante.

como un modelo de epilepsia intratable por su resistencia a
la terapéutica con los antiepilépticos clasicos, incluso con el
diazepam que se utiliza en el tratamiento del estatus epilep-
ticusy con otros compuestos como el pentobarbital a dosis de
anestésico.'” Adicionalmente, tanto el DL-HEPP como el DL-
HEPB incrementan el aprendizaje y la memoria en diferentes
modelos animales. Asimismo, el DL-HEPP protegi6é a una
cepade ratas que present6 un modelo de epilepsia congénita
generalizada, tipo ausencias, denominado GAERS."’

En Francia, Marescauxy Vergnes estudiaron la neuroqui-
mica de los receptores y de los neurotransmisores afectados
en el modelo del GAERS. Encontraron que la inyeccién
estereotaxica de R-baclofén enlos ndcleos talamicos, releva-
dor y reticular, increment6 la duracion de las descargas de
espiga y de onda registradas.® Asi mismo la administracién
estereotaxica de un antagonista del receptor GABA,_ como la
sal del &cido fosfo-dietoximetil-amino-propilfosfinico, conoci-
dacomo CGP35348, presento un efecto antiepiléptico similar
al que se obtiene con el DL-HEPP. 107

Entre los compuestos que potencian la actividad epilép-
tica en el GAERS se encuentran: 1) algunos agonistas en el
receptor GABA, como el muscimol. 2) los inhibidores de la
transaminasa del GABA como el gamma-vinil GABA. 3) los
inhibidores de la proteina transportadora del GABA (GAT-1)
como el &cido difenil nipecético. De manera complementa-
ria, los compuestos que presentan actividad antiepiléptica
en el GAERS son: 1) los antagonistas del receptor GABA,, 2)
la etosuccimida, la trimetadiona y el clonazepam.®!
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Aunque compuestos diferentes a los sefialados arriba
reducen laactividad de los ataques espontaneos de ausencia
en el GAERS, Marescaux y Vergnes, sugirieron que el recep-
tor GABA, es el responsable de la génesis del sindrome.****

La similitud estructural que presenta el DL-HEPP con los
ligandos del receptor GABA,, principalmente con el antago-
nista DL-2-hidroxisaclofén, hace pensar que el DL-HEPP y
sus homologos el DL-HEPA 'y el DL-HEPB podrian probable-
mente antagonizar las acciones del GABA en los receptores
GABA,.*® Los estudios para determinar la relacion
estructura-actividad realizados con una serie de compues-
tos derivados de R-baclofén y de DL-2-hidroxisaclofén indi-
caron que la posicion de sustitucion para de su anillo aroma-
tico era critica para su actividad biolégica. La presencia en
ella de halégenos como el cloro incrementd la afinidad del
receptor GABA, hacia los ligandos.*?° Considerando la
similitud estructural entre el DL-2-hldroxisaclofén y el baclo-
fén y los estudios de relacion estructura-actividad, se prepa-
raron una serie de analogos halogenados en la posicion 4'
del grupo fenilo del HEPA, del HEPP y del HEPB con la idea
de aumentar la afinidad del receptor hacia los mismos e
incrementar su actividad anticonvulsionante. Asimismo, la
presencia de un halégeno en la posicion 4' del anillo aroméa-
tico del DL-HEPP podria bloquear una de las posiciones en
su transformacion metabélica y conducir a productos con
una actividad anticonvulsionante mas prolongada.?

Material y métodos
Sintesis de las DL-hidroxifenil amidas+1821.22

La serie DL-hidroxifenil butiramidas (serie DL-HEPA) se
prepar6 haciendo reaccionar una cetona con cianuro de
trimetilsilil para formar las cianhidrinas correspondientes, las
cuales mediante una hidrdlisis parcial en medio acido produ-
jeron las amidas respectivas. La serie DL-hidroxifenil penta-
namidas (serie DL-HEPP) se preparé mediante una conden-
sacién entre una cetona con bromoacetato de etilo para
formar los hidroxiésteres correspondientes, los cuales al
tratarse con amoniaco produjeron las amidas esperadas. La
serie DL-hidroxifenil hexanamidas (serie DL-HEPB) se sinte-
tizo mediante una condensacion de Stobbe entre una cetona
con el succinato de dietilo en presencia de hidruro de sodio.
El tratamiento de los hemiésteres formados en medio acido
condujo a las lactonas esperadas, las cuales al tratarse con
amoniaco produjeron las amidas respectivas.

Los compuestos sintetizados se caracterizaron mediante
espectrofotometriainfrarrojay resonancia magnética nuclear
de hidrégeno y de carbono 13.

Actividad anticonvulsionante!##?

La evaluacion de la actividad anticonvulsionante se realizé
en ratones albino macho, cepa CF-1 de 17 a 25 g de peso,
utilizando metrazol como agente convulsionante a una dosis
de 100 mg/kg de peso tal como se publicé previamente. Los
compuestos se administraron por via intraperitoneal. Las
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Figura 2. Actividad anticonvulsionante del DL-HEPAy de sus
analogos halogenados.

dosis efectivas 50 se determinaron utilizando el analisis
probit.z

Estudios de liberacion de FH]-GABA?

Se estudié la liberacion de [*H]-GABA utilizando un método
previamente publicado.? Se prepararon rebanadas de sus-
tancia nigra (250 um x 250 um) a partir de ratas Wistar macho
(160 a 240 g) que se incubaron en [*H]-GABA (45 nM durante
20 min a 35°C). Luego se lavaron con fluido cerebroespinal
artificial (FCA) conteniendo tiogabina (10 uM), &cido amino-
oxiacético (50 uM) y B-alanina (100 pM) para prevenir la
reincorporacion y el metabolismo del GABA. Entonces, se
perfundieron alicuotas de 150 pl de la suspension de rebana-
das (0.4 ml.min-1, a 35°C, Brandel 2000) durante 36 minutos
antes de colectar muestras consecutivas cada 4 minutos.
Las rebanadas se estimularon eléctricamente (40 mA, 4 Hz
durante 3.5 min) a los 48 minutos (S1) y de nuevo a los 88
minutos (S2) después del inicio de la perfusidn. Los ligandos
se adicionaron a la solucién de perfusién 30 minutos antes
de S2. Se determind el porcentaje de [*H]-GABA liberado con
respecto al [*H]-GABA que contenia la rebanada al momento
de la estimulacién.

En otro experimento realizado, las rebanadas de sustan-
cia nigra conteniendo [*H]-GABA se estimularon durante 2
minutos con FCA conteniendo 15 mmol/l de KCI, 48 minutos
después del inicio de la perfusion. Los ligandos se adiciona-
ron a la solucién de perfusién 30 minutos antes de la
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Figura 3. Actividad anticonvulsionante del DL-HEPP y de sus
analogos halogenados.
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Figura 4. Actividad anticonvulsionante del DL-HEPB y de sus
analogos halogenados.

estimulacion con KCI. Se determin6 el porcentaje de [*H]-
GABA liberado con respecto al [*H]-GABA que contenia la
rebanada al momento de la estimulacion.

Resultados

Para los compuestos preparados, los resultados obtenidos
en su caracterizacion fueron compatibles con sus estructu-
ras propuestas.

Para la serie DL-HEPA, la ausencia de estereoselectivi-
dad en la actividad anticonvulsionante de los enantiémeros
del DL-HEPA, el (+)-HEPA vy el (-)-HEPA, sugiere que la
resolucion de los racematos no es necesaria para estudios
posteriores.? Las dosis efectivas medias obtenidas para el
DL-CI-HEPA, el DL-diCI-HEPAYy el DL-Br-HEPA fueron muy
similares a la dosis efectiva media del fenobarbital (Figura 2).

Para las series DL-HEPP y DL-HEPB se aprecia que la
incorporacién de los grupos trifluorometilo, cloro, dicloro y
bromo en el anillo fenilo incrementd en forma significativa la
actividad anticonvulsionante, siendo las dosis efectivas medias
de éstos Ultimos similar a la del fenobarbital (Figuras 3y 4).

El GABA a una concentracion de 10 uM inhibié en un 50%
la liberacion de GABA tritiado incitada eléctricamente y con
KCl conrespecto al FCA (control) (Figuras 5y 6). Por otro lado,
el DL-HEPP a una concentracion de 100 uM revirtié el efecto
inhibitorio que tiene el GABA sobre su propia liberacion.

Discusion

Para las series DL-HEPA, DL-HEPP y DL-HEPB, la incorpo-
racion de halégenos en su anillo aromatico elevé en forma
significativa su actividad anticonvulsionante, lo que indica
que el anillo fenilo es importante en el reconocimiento del
receptor hacia los compuestos preparados.

Con anterioridad, se sugirié que el DL-HEPA, el DL-HEPP
y el DL-HEPB son antagonistas del GABA.*® En otros estu-
dios realizados, el DL-HEPB, produjo una disminucion en la
duracién de las postdescargas producidas por la estimula-
cion del hipocampo en gatos y, en algunos de ellos, bloqued
su propagacioén hacia la sustancia nigra y la amigdala.?® La
sustancia nigra es una region del cerebro que esta relacio-
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Figura 5. El DL-HEPP revierte la inhibicion de la liberacion de
[EH]-GABA producida por el GABA en rebanadas de sustancia
nigra estimuladas con KCI. Inicialmente, se perfundieron las
rebanadas de sustancia nigra conteniendo [*H]-GABA con
fluido cerebroespinal artificial (FCA). Durante el periodo indi-
cado por la barra horizontal S1, el tejido se estimul6 con KCI 15
mM durante 2 minutos. Se colectaron fracciones de perfusién
cada 4 minutos. El tejido se estimulé con FCA (control, n = 11),
con GABA (10 uM, n = 6) o con GABA (10 pM) més DL-HEPP
(200 pM, n = 11). Los compuestos se adicionaron durante el
periodo indicado por la barra.

nada con la propagacion de las descargas epileptiformes
donde el GABA parece tener una participacion importante.2®
En las terminales presinapticas de la sustancia nigra, encon-
tramos receptores GABA, y GABA_ que podrian participar en
el control de la liberacién de GABA.?"# En general, en los
mecanismos que modulan la liberacion de neurotransmiso-
res hacia el espacio sinaptico participan autorreceptores o
heterorreceptores. En el primer caso, cuando la concentra-
cion de GABA se incrementa en la sinapsis, ésta activa su
autorreceptor localizado en la neurona presinaptica el cual, a
su vez, si es de tipo B, al activarse inhibe la entrada de iones
calcio a la terminal lo que reduce la liberacién vesicular de
GABA. Este mecanismo de retroinhibicion permite, en algu-
nas regiones del cerebro regular, las concentraciones sinap-
ticas de GABA.?°

La activacion de los receptores GABA, presinapticos se
ha relacionado con una inhibicién de la liberacion de GABA,
L-glutamato, serotonina, somatostatina, substancia P y cate-
colaminas.?® Si en este sistema se bloquea la sefial de
activacion del receptor presinaptico del GABA, se esperaria
que laliberacién de GABA no se inhibiera ya que el GABA no
activaria a su receptor. Esto parece ser una de las acciones
que realiza el DL-HEPP. A fin de estudiar lo anterior, se
estimularon rebanadas de sustancia nigra de rata ya sea
eléctricamente o quimicamente (KCI). Como puede apreciar-
se enlasfiguras5y 6, el DL-HEPP revirti6 el efecto inhibitorio
del GABA sobre su propia liberacion, lo que sugiere que el
DL-HEPP podria estar antagonizando las acciones del GABA
en sus receptores presinapticos B, A o ambos. El origen de
este antagonismo no se ha elucidado claramente y podria
asociarse a una accion directa del DL-HEPP en el sitio de
unién del GABA en los receptores A o B, o bien el DL-HEPP
podria estar actuando como un modulador alostérico nega-
tivo de la unién del GABA a sus receptores.
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Figura 6. EI DL-HEPP revierte la inhibicién de la liberacién de
[®H]-GABA producida por el GABA en rebanadas de sustancia
nigra estimuladas eléctricamente. Las rebanadas de sustan-
cia nigra conteniendo [°*H]-GABA se perfundieron inicialmen-
te con fluido cerebroespinal artificial (FCA). Durante los perio-
dos indicados por las barras horizontales S1y S2, el tejido se
estimulé (4Hz, 40 mA durante 3.5 min). Se colectaron fraccio-
nes de perfusion cada 4 minutos. El primer periodo de estimu-
lacién se realiz6 durante la perfusion de las rebanadas con
FCA. El segundo periodo de estimulacion fue en presencia de
FCA (control, n=9) o de los compuestos GABA (10 uM, n=7)
0 GABA (10 pM) mas DL-HEPP (100 pM, n = 9), los cuales se
adicionaron durante el periodo indicado por la barra.

Entre los antagonistas del GABA que presentan actividad
anticonvulsionante encontramos al bilobalide, el cual es una
lactona sesquiterpénica que se aisl6 de las hojas de Gingko
biloba que, ademas de incrementar el aprendizaje y la memo-
ria en animales, también antagoniza las acciones del GABA en
los receptores recombinantes GABA, constituidos por las
subunidades o1B2y 2L expresados en oocitos de Xenopus. Lo
inusual de este compuesto es que es un antagonista del
receptor GABA, que carece de propiedades convulsionantes
y se comporta como un anticonvulsionante.® La sal del acido
fosfo-butil-amino-propil-fosfinico y el clorhidrato del acido (+)-
5,5-dimetil-2-morfolinoacético son antagonistas del GABA en
los receptores GABA, y presentan actividad anticonvulsionan-
te en modelos experimentales de ausencia.'> Las amidas
sintetizadas en el presente trabajo no estan relacionadas
estructuralmente con los antagonistas del GABA mencionados
previamente. Por lo anterior, las fenilamidas preparadas po-
drian ser una herramienta importante en el entendimiento y en
la comprensién de la participacion del GABA en la epilepsia y,
eventualmente, alguna de ellas podria convertirse en un nuevo
medicamento antiepiléptico de segunda generacion.
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