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Resumen

Tres series de los compuestos 4,6-[(diamino)-5-benciliden]pirimidina-2(5H)-tiona (4a), (5E)-6-amino-5-[4-(dimetilamino)benciliden]pirimidina-2,
4(3H,5H)-diona (5a), su analogo: 4-fluoro (5b); y el 4,6-[diamino-5-benciliden]pirimidina-2(5H)-ona (3a) con los derivados: 3,4 -dicloro (3b),
2-metoxi (3c) y 4-dimetil amina (3d) de anillo sustituido fueron sintetizados en dos pasos de reaccion. En el primer paso se sintetizaron los inter-
mediarios claves, mediante una reaccion de condensacién entre benzaldehidos y malononitrilo. Los intermediarios de estructura general 1 ben-
cilidenomalononitrilo e intermediarios de estructura general 2 (2E)-2-ciano-3-arilacrilato de metilo. La reaccion de ciclacion entre 1 y urea produjo
las bencilideno pirimidinas de estructura general 3 derivados 4,6-[diamino-5-benciliden]pirimidina-2(5H)-ona. La ciclacién entre 1 con tiourea con-
dujo a las bencilideno pirimidinas de estructura 4 derivados 4,6-[diamino-5-benciliden]pirimidina-2(5H)-tiona. Por otra parte, la ciclacion de 2 con
urea dio las bencilideno pirimidinas de estructura general 5 derivados (5E)-6-[amino-5-benciliden]pirimidina-2,4(3H, 5H)-diona. Las estructuras
de los compuestos sintetizados se confirmaron por IR, 1H-RMN, 13C RMN y EM. Se evalu¢ la actividad anticonvulsivante y la neurotoxicidad de
las 5-bencilideno pirimidinas obtenidas de 3, 4 y 5, y siguiendo las pautas indicadas en el Programa de Desarrollo de Farmacos Antiepilépticos
en Desarrollo (ADD) del Departamento de Salud, de USA, que establece como modelos primarios de actividad anticonvulsivante la técnica de
electroshock maximo (MES) y la prueba de Pentilenetetrazol subcutaneo (scPTZ). Se utilizaron ratones de la cepa NMRI. La neurotoxicidad mi-
nima fue evaluada utilizando el ensayo de rotarod. Los compuestos fueron administrados por via intraperitoneal (ip) 30 minutos y 4 horas antes
de la induccion de las crisis convulsivas. Los compuestos analogos son 4a, 5a y 3a. Los compuestos 3b, 3c y 3d son derivados del compuesto
3a. A excepcion del compuesto 3d, todos los compuestos protegen del evento convulsivo inducido por los modelos de MES y PTZsc, al prevenir
las crisis alos 30 min y a las 4 h en dosis superiores al fenobarbital (FBT). Las nuevas bencilideno pirimidinas son menos potentes que el FBT
en el modelo PTZ. Ninguno de los compuestos previno el evento convulsivo en el modelo de crisis psicomotoras. Los compuestos mas téxicos
fueron: 3a > 4a > 3c. El compuesto 3d presentoé el mayor indice de proteccién (IP); superando incluso al FBT. El tiempo de efecto pico de los
compuestos 5a, 3b y 3c fue de 30 min, mientras que el tiempo pico de los compuestos 4a, 3a, 5b y 3d se obtuvo a las 4h. Estos hallazgos nos
permiten sugerir que de los compuestos evaluados, la 4,6-diamino-5-(4-dimetilamino-2-benciliden)pirimidina-2(5H)-ona (3d) tiene con un perfil
farmacoldégico superior que el FBT.

PALABRAS CLAVE: 5- bencilideno pirimidinas, Electroshock maximo (MES), Pentilenetetrazol (PTZ), Antiepileptic potential, Neurotoxicidad
minima.

Abstract
ANTIEPILEPTIC POTENCIAL OF NEW DERIVATIVES OF 5-BENZYLIDENE-PYRIMIDINES

Three series of compounds 4,6-[(diamine)-5-benzylidene]-pyrimidine-2(5H)-thione (4a), (5E)-6-amine-5-[4-(dimethylamine)benzylidene]-pyrimidi-
ne-2,4(3H, 5H)-dione (5a), its analog: 4-fluoro (5b), and 4.6-[diamine-5-benzylidene] pyrimidine-2(5H)-one (3a) with its derivatives: 3,4-dichloro
(3b), 2-methoxy (3c) and 4-dimethylamine (3d) substituted ring were synthesized in two reaction steps. In the first step key intermediates were
synthesized by a condensation reaction between benzaldehyde and malononitrile. The intermediates of general structure were 1 benzylidene
malononitrile and brokers of general structure 2 (2E)-2-cyano-3-methyl aril acrylate. The cyclization reaction between 1 and urea produced the
benzylidene pyrimidine derivatives of general structure 3 4,6- [diamine-5-benzylidene] pyrimidine-2 (5H)-one. The cyclization of 1 with thiourea led
to structure 4 benzylidene derivatives pyrimidines: 4,6-[diamine-5-benzylidene]pyrimidine-2(5H)-thione. Moreover, the cyclization of 2 with urea
gave the benzylidene pyrimidine derivatives of general structure 5 (5E)-6- [amine-5-benzylidene]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione. The structures of
the compounds were confirmed by IR, 1TH-NMR, 13C NMR and MS. We evaluated the anticonvulsant activity and neurotoxicity of 5-benzylidene
pyrimidine obtained from 3, 4 and 5, following of Development of Antiepileptic Drugs in Development Program (ADD), Program procedures (NIH,
USA). This protocol states Maximal Electroshock Model (MES) and subcutaneous Penthylenetetrazole Model (scPTZ) as first step paramount
tests. Albino mice from NMRI strain were used for all tests. Minimal neurotoxicity test was assessed using the rotarod test. The compounds were
administered intraperitoneally (ip) 30 minutes to 4 hours before seizure stimuli. Analog compounds are 4a, 5a and 3a. Compounds 3b, 3c y 3d
are 3a derivatives. Every compound but 3d did protect in MES and PTZsc models by preventing seizures at 30 min and 4 h in higher doses than
phenobarbital (PBT). None of compounds could prevent seizures induced by 6 Hz model. Most toxic compounds were: 3a > 4a > 3c. 3d had the
higher protection index (Pl); even higher than PBT. Time to peak effect of 5a, 3b y 3c was 30 min, while 4a, 3a, 5b y 3d was at 4h. Altogether let
as conclude that 4,6-diamino-5-(4-dimehylamino-2-benzylidene)pyrimidine-2(5H)-one (3d) had the highest performance among all compounds
evaluated and even higher than the control drug PBT.

KEY WORDS: 5-benzylidene-pirimidines, Maximal electroshock (MES), Pentylenetetrazole, Antiepileptic potential, Minimal neurotoxicity.
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Introduccion

aepilepsia, un sindrome neurolégico que afecta

a nivel mundial el 1 - 2% de la poblacién,’ con-

forma un grupo diverso de trastornos que, en
términos generales, se caracterizan por la repeticion
imprevisible e incontrolable de crisis episédicas de
aparicion brusca y de breve duracién, caracteriza-
das fisiopatolégicamente por descargas anormales
y excesivas de grupos de neuronas muy excitables
en corteza y en hipocampo, responsables de la apa-
ricion de las crisis epilépticas. Clinicamente se ma-
nifiestan con sintomas que afectan al control de los
movimientos, la sensibilidad, e inclusive pueden ge-
nerar trastornos transitorios de la visién u olfato y,
en algunos casos, manifestaciones de tipo psiquid-
trico. La excitabilidad presente se debe a cambios
neuroquimicos que incluyen el incremento de los
aminodacidos excitatorios, disminucion de la activi-
dad inhibitoria y alteraciones en el potasio.***

La eleccién médica para el uso de un farmaco an-
tiepiléptico se basa en la eficacia dependiendo del
tipo especifico de crisis que presente un paciente,
criterios que se definen siguiendo la clasificacion
internacional de las crisis epilépticas. Hasta el pre-
sente, se han caracterizado mas de 40 sindromes
epilépticos.

Segun la OMS, hay 50 millones de epilépticos en
el mundo. Segtn reportes del “Bureau” en Venezue-
la, existia para el afo 2.004 una incidencia de 17,5
pacientes por cada 1000 habitantes en la poblacién
venezolana (datos no publicados).

Modelos experimentales de epilepsia

Los modelos animales de epilepsia que se emplean
para evaluar los nuevos farmacos y su eficacia es-
pecifica en los diferentes tipos de crisis epilépticas
permiten clasificar la eficacia preclinica de nuevos
compuestos, sus mecanismos de accién y sus poten-
cialidades ante mecanismos de resistencia.® El test
de crisis inducidas por electroshock maximo (MES)
ha sido empleado como modelo de convulsiones
ténico-clénicas, mientras que la prueba subcutanea
con pentilenetetrazol (scPTZ) se ha sido sugerido
como modelo de crisis de ausencia, evaluando la
aparicion y severidad de las convulsiones clénicas.
El primero consiste en convulsiones ténicas indu-
cidas por estimulacion eléctrica corneal bilateral y
se considera que un compuesto es efectivo en este
modelo cuando evita la extensién de las patas pos-
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teriores del animal durante la convulsién.'*> El test
inducido por pentilenetetrazol (PTZsc), evalta las
contracciones mioclénicas y clénicas generalizadas
inducidas por la administracion subcutanea sistémi-
ca de dosis convulsivantes del agente PTZ, sugerido
como modelo para la ausencia generalizada y con-
vulsiones mioclénicas en humanos.**” Un nuevo
modelo derivado del MES ha sido empleado como
modelo de efectividad contra crisis parciales.®® Se
conoce como modelo de la convulsién psicomoto-
ra o de baja frecuencia (6Hz) y se distingue de su
predecesor (ademas del espectro de efectividad que
evalla crisis parciales) en que emplea una frecuen-
cia del estimulo de 6Hz, una intensidad de 32 mAy
una duracién de 3 seg ( el MES emplea 60Hz, 50 mA
y 0,2 seg, respectivamente). Por otro lado, el déficit
neurolégico o neurotoxicidad minima que podrian
generar los agentes en estudio es evaluado utilizan-
do el ensayo de rotarod.*°

Los compuestos evaluados mediante los mencio-
nados modelos animales tienen en comun en su es-
tructura quimica la presencia de un grupo pirimidi-
nico. Respecto de los efectos farmacolégicos de las
pirimidinas descritos en la literatura, estudios previos
indican que estos compuestos muestran actividad
antiviral, fungicida, antibacteriana, antihipertensiva,
antihistaminica y antiepiléptica.’'*>'* Compuestos
con estructura pirimidinica como el fenobarbital
(FBT) cuyo nombre quimico es el 5-etil-5-fenil-2,4,6-
(1H,3H,5H) pirimidina triona y la primidona, 5-e-
tildihidro-5-fenil-4,6(1H,5H) pirimidina diona, son
empleados en clinica como antiepilépticos.*” El FBT
es un antiepiléptico efectivo a dosis inferiores a las
hipnéticas, empleado desde 1912 en el manejo de
crisis generalizada ténico-clonica y crisis parciales
simples.>'*'> En el modelo de electroshock, logra
suprimir la fase ténica de la respuesta y aumentar
el umbral necesario para producir las convulsiones.
También ha resultado eficaz en el control de las con-
vulsiones inducidas con el modelo de pentilenete-
trazol (scPTZ). Aunque sus efectos adversos centra-
les (sedacién) han contribuido a disminuir su uso,
sigue considerandose un antiepiléptico de eleccion
por ser efectivo en diversos tipos de crisis, ser de
bajo costo y de versétil administracion (oral e inyec-
table).

La primidona, derivado del FBT, es un farmaco dtil
en todos los tipos de epilepsia excepto en las ausen-
cias. Quimicamente similar al FBT, comparte la ma-
yor parte de sus propiedades, ya que producto de su
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metabolismo hepatico forma FBT y otro metabolito
activo, la feniletilmalonamida.>#'2'5 Estudios previos
sugieren que los efectos terapéuticos (y téxicos) de
la primidona se deben en realidad a su conversion
en FBT. Primidona es menos neurotéxica que el FBT,
igual de potente en el modelo de electroshock maxi-
mo (MES), pero no protege del evento epiléptico in-
ducido con PTZsc."*"”

Estos antecedentes con importante relevancia cli-
nica, nos motivaron llevar a cabo la sintesis y evalua-
cién del potencial antiepiléptico de nuevas series de
5- bencilideno pirimidinas con la estructura general
3,4y 5 (Figura 1), a fin de evaluar si estas molécu-
las son efectivas en el tratamiento de las convulsio-
nes inducidas por los modelos de MES, PTZ y crisis
psicomotoras, perfil de neurotoxicidad asociado a
efectos en el sistema nervioso central.

Figura 1

ANALOGOS DE LOS DERIVADOS DE 5-BENCILIDENO PIRIMIDINAS
SINTETIZADOS Y EVALUADOS

S

Materiales y Métodos

midinas

La sintesis de los nuevos derivados de 5-benci-
lideno pirimidinas que fueron evaluadas se indican
en la (Figura 2). En el primer paso de sintesis, se
obtienen los derivados intermediarios bencilideno-
malononitrilo 1 mediante la condensacién de ben-
zaldehidos con malononitrilo y los derivados inter-
mediarios (2E)-2-ciano-3-(fenil)arilacrilato de metilo
2 mediante la condensacién entre benzaldehidos y
cianoacetato de metilo. Las condiciones de reaccion
para la obtencién de 1 fueron metanol como sol-
vente, sin catalizador y agitaciéon a temperatura am-
biente. Para la obtencién de 2a-b, se utilizé6 metanol
como solvente, una cantidad catalitica de metéxido
de sodio como base y bajo agitacién a temperatu-
ra ambiente. Los derivados 4,6-diamino-5-bencili-
denpirimidina-2(5H)-ona 3 se obtuvieron haciendo
reaccionar el intermediario de estructura general

Sintesis de derivados de 5-bencilideno piri-
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1 con urea. Los derivados 4,6-diamino-5-bencili-
denpirimidina-2(5H)-tiona 4 se lograron mediante
la reaccién de 2 con tiourea. Los derivados (5E)-6
-amino-5-bencilidenpirimidina-2,4(3H, 5H)-diona 5
se obtuvieron mediante la reaccién de 2 con urea.
El andlisis de los datos de los espectros de Infrarrojo
(IR), resonancia magnética nuclear de protones (1H
RMN), resonancia magnética de carbono 13 (13C
RMN) y de masas (EM) fueron consistente con las
estructuras asignadas.

Evaluacion del efecto antiepiléptico

Se utilizaron ratones NMRI suministrados por el
Bioterio del Instituto Nacional de Higiene, Caracas,
en un rango de peso entre 20 y 25 g. Se mantuvie-
ron en un ciclo de 12 h luz, 12 h oscuridad y se
les administr6 agua y comida “ad libitum”, excepto
durante el periodo de ensayo. Los ratones fueron sa-
crificados finalizado el ensayo siguiendo las normas
Bioéticas establecidas por FONACIT para animales
de laboratorio.
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Cada grupo experimental por dosis y por droga
(nuevo derivado de 5 bencilideno pirimidina), con-
sisti6 de 6 animales. Los compuestos evaluados
fueron administrados (ip) a los 30 minutos y 4 h

antes del ensayo en un solvente constituido por
polietilenglicol-400 al 30% en solucién salina. Las
dosis evaluadas fueron de 10, 30, 100 y 300 mg/
kg. Los controles recibieron el mismo volumen de
solvente.

Figura 2

SINTESIS DE DERIVADOS DE 5-BENCILIDENOPIRIMIDINAS 3,4 Y 5.
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Cada grupo experimental por dosis y por droga
(nuevo derivado de 5 bencilideno pirimidina), con-
sisti6 de 6 animales. Los compuestos evaluados fue-
ron administrados (ip) a los 30 minutos y 4 h antes
del ensayo en un solvente constituido por polietilen-
glicol-400 al 30% en soluci6n salina. Las dosis evalua-
das fueron de 10, 30, 100 y 300 mg/kg. Los controles
recibieron el mismo volumen de solvente.

Las pruebas de MES, scPTZ y rotarod, se realizaron
siguiendo el protocolo de los ensayos preclinicos de-
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finidos en el Proyecto de Desarrollo de Farmacos An-
tiepilépticos del Instituto Nacional de Salud de USA.!
También se evalué la efectividad de los compuestos
en crisis parciales mediante la prueba de convulsion
psicomotora.

La prueba de MES evalué la capacidad de evitar la
propagacion de la convulsion, la prueba de scPTZ, la
capacidad de aumentar el umbral de la convulsién;
la prueba convulsién psicomotora (6Hz) como mo-
delo de efectividad en crisis parciales; y la prueba de
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rotarod evalué la neurotoxicidad de los compuestos
que fueron evaluados.

La prueba de electroshock méximo (MES), consis-
ti6 en la aplicacion de una estimulacion eléctrica en
la cornea del animal. Previo al estimulo, se colocé
una gota de una solucién de tetracaina al 0,5% como
anestésico local. Las condiciones del ensayo fueron:
frecuencia de pulso 60Hz, intensidad de corriente
50 mA, duracién del estimulo: 0,2 seg. La abolicién
del componente extensor ténico de la crisis se con-
sidero como criterio de proteccion de la propaga-
cion de las crisis inducidas por MES.

La prueba de scPTZ requiri6 la administracién de
una dosis convulsivante 97 (CD97) (100 mg/kg en
el raton por via subcutédnea). Los animales fueron
observados durante 30 min y se evalu6 el nimero
de convulsiones clénicas ocurridas en este periodo.
La ausencia de espasmos clénicos con una duracién
mayor de 5 seg durante los 30 min posteriores a la
administracion de PTZ fue indicativo que el com-
puesto previno las crisis.’

El déficit neurolégico o neurotoxicidad minima,
manifestado como déficit motor, producido por
cada una de las drogas a evaluar, se determiné usan-
do el test de ataxia del rotarod. Los animales dividi-
dos por grupos experimentales fueron entrenados
en el rotarod a 6 revoluciones por minuto los dias
previos al estudio. El didametro de la base giratoria
fue de 3,2 cm. La ausencia de efectos neurotdxicos
por parte de la droga se evidenci6é en aquellos ani-
males que lograban mantener el equilibrio en dicha
base al menos una vez durante 1 min en 3 intentos
sucesivos. Se determiné la dosis toxica 50 (DT50)
cuando la mitad de los animales evaluados en dicha
dosis perdian el balance. Los compuestos con sig-
nificativo potencial anticonvulsivante no exhibieron
neurotoxicidad substancial o muerte siguiendo las
pautas indicadas en el Programa de desarrollo de
drogas antiepilépticas.’ "3

Finalmente, el modelo de crisis psicomotoras con-
sistio en la aplicacion de una estimulacién eléctrica
en la cérnea del ratén, al cual se le colocé tetracaina
al 0,5% como anestésico local, a una frecuencia de
pulso de 6Hz, ancho de pulso 0,2 Hz y una corrien-
te de 32mA durante 3 seg. Esta prueba evalu6 la
capacidad de las nuevas pirimidinas de abolir la fase
clénica seguida de comportamiento estereotipado o
automatismos. La actividad antiepiléptica se reporté
positiva cuando al menos 50% de los ratones fueron
protegidos del evento convulsivo.
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Anilisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados por un anali-
sis de varianza de una via siguiendo el test de Dun-
nett.

Un andlisis de regresion lineal permitié estimar la
dosis toxica (DT) y la dosis efectiva (DE) al 50%.'8

La eficacia de cada ensayo de drogas antiepilép-
ticas fue determinada como DE50 (concentracion
requerida para proteger el 50% de los animales en
convulsiones inducidas por MES, scPTZ y prueba de
convulsién psicomotora. La neurotoxicidad minima
fue determinada como valores de DT50. El indice de
proteccion fue calculado como una relaciéon DT50/
DE50 para crisis inducidas en los distintos modelos.
La relacion de seguridad fue estimada al determinar
la DT3 (valor de toxicidad minima) y DE97 (valor de
dosis efectiva méaxima) en las crisis inducidas eléc-
trica y quimicamente.’® Todos los datos se analiza-
ron usando el software Prisma Graph Pad,® basado
en el método de Finney (1971).

Resultados y Discusion

structuras quimicas de los nuevos 5-bencilide-

no pirimidinas obtenidos por sintesis.

Analogos obtenidos por sintesis
(5E)-6-amino-5-[4-(dimetilamino)benciliden]pirimi-
dina-2,4(3H,5H)-diona (5a)

)
= NH
N
Sy HNT N o

4,6-(diamino)-5-benciliden-pirimidina-2 (5H)-tiona
(4a).

NH,
XN Xy
NS
LN~ N S

4a
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4,6-(diamino)-5-benciliden-pirimidina-2(5H)-ona
(3a).

3a

I. Derivado de (5E)-4-amino-5-[4-(dimetilamino)
benciliden]pirimidina-2,4(3H,5H)-diona (5a):
(5E)-4-amino-5-[(4-fluoro)benciliden]pirimidina-2-
,4(3H,5H)-diona (5b).

O
\ NH
\ /&
F H,N N O

Sb

Il. Derivados del 4,6-diamino-5-bencilidenopiri-
midin-2(5H)-ona (3a):
4,6-diamino-5-[(3,4-dicloro)benciliden]pirimidina-
2(5H)-ona (3b)

NH,
&l
RN XN
N
cl H,N N 0

3b

4,6-diamino-5-[(2-metoxi)benciliden]pirimidina-2-
(5H)-ona (3¢)

R

0 NH,
NN
N
H,N 0
3c
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4,6-diamino-5-[(4-dimetilamino)-2-benciliden]piri-
midina-2(5H)-ona (3d)

NH,
NN
NS
Sy H,N N 0

3d

Actividad antiepiléptica

Los parametros farmacolégicos estimados para los
nuevos derivados de 5-bencilideno pirimidina en la
fase | del “screening antiepiléptico” se detallan en la
(Tabla 1). Dichos parametros fueron cuantificados
en la fase Il, se indican en la (Tabla 2).

La actividad antiepiléptica fue expresada en tér-
minos de la DE50 para el modelo de MES, PTZsc y
crisis psicomotoras y la neurotoxicidad como dosis
toxica 50 (DT50). Para la determinacién de la DE50
y DT50, se evaluaron al menos 3 dosis por via (ip),
6 ratones por grupo, con la finalidad de establecer:
el rango de proteccion de las crisis entre un 10 y
90%."® Se grafic6 la DE50 y DT50 (Figura 3).

Se determino el tiempo pico de cada compuesto.
Fue de 4h para los siguientes nuevos derivados de
5 bencilideno pirimidinas: 4a, 5b, 3a, 3cy 3d; y 30
min, para los compuestos: 5a, 5b y 3b. De todos
los compuestos evaluados, el compuesto 3d (ona)
fue efectivo en prevenir las crisis inducidas por MES
a dosis de 10 mg/kg, mientras que los compuestos
5a y 5b (dionas) mostraron un efecto a dosis ma-
yores de 30 mg/kg. Compuestos 4a (tiona), 3a'y 3d
(ona) presentaron actividad antiepiléptica a 30 mg/
kg (molécula 3a).

En el modelo de scPTZ, los compuestos 4a y 5a mos-
traron un efecto protector a 30mg/kg (Tablas 1y 2).

El compuesto 3d fue el mas activo en la prueba de
MES y mostré una baja toxicidad, significativamente
menor a la producida con la pirimidina clasica utili-
zada en clinica, el FBT. Ninguno de los compuestos
fue eficaz en el modelo de crisis psicomotora (6Hz)
(Figura 3, Tabla 1y 2).
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Tabla 1
EVALUACION ANTIEPILEPTICAO Y TOXICIDAD DE LOS NUEVOS DERIVADOS
DE 5-BENCILIDENO PIRIMIDINAS
MES? scPT2® 6 Hz® Rotarod
Compuestos 0.5h 4h 0.5h 4h 0.5h 4h 0.5h 4h
NH,
5 - 30 30 >30 ; - ; 30
NS
HN N S
4a
Mm 30-100 100 30 10-30 - - 30-100 -
\T HN \N/KO
S5a
NH,
A >30 30 10-30 >30 - - 30-100 -

X

m 100 30-100 >30 10-30 - - 100 30-100
F HN N o)

lm\ 100 100 30 30 - - - -
1

NH,

C
X \N

¢ H,N \N/KO
3b

o NH,

MN >100 >100 30-100 - - - 30 100

H,N \/Ko

3¢

NH,

m - 10 >30 >30 - - >100 -

\T HN \\ 0

3d

a. Prueba de MES (niimero de animales protegidos/ nimero de animales ensayados).
b. Prueba PTZsc (nimero de animales protegidos/ nimero de animales ensayados)
c. Prueba de crisis psicomotoras (6Hz)

INFORMED Vol. 13, N°2, 2011 71




POTENCIAL ANTIEPILEPTICO DE NUEVOS DERIVADOS DE 5-BENCILIDENO PIRIMIDINAS Guevara BH y col.

Tabla 2

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIEPILEPTICA CUANTITATIVA EN LOS RATONES

ED50? Rotarod - Toxicidad ° IPP
Compuestos MES scPTZ DT50 c MES scPTZ

60,91 30,1 70,29 1,15 2,33

38,44 23,2
67,08 1,75 2,89

NN
H)N \N/KS
4a
M 86,69 30,1 114,01 1,31 3,78
\T N \x/go
Sa
HN \N/go
3a

N NH
55 60,2
Fmo 126,02 2,27 2,09

71 101,09
131,13 1,84 1,29

18,82 45,2 173,59 9,22 3,84

cl NNy
Gl HoN’ \N/&O
3b
\0 NH.
1 67,64 60,2
©/\I% 98,54 145 1,63
HN \/go
3c
\N H)N \\"&0
AL S
3d

Fenitoina @ 9,5 >300 65,5 6,9 <0,22
Carbamazepina® 8,8 >100 71,6 8,1 <0,22
Fenobarbital 21,8 13,2 69 3,2 5,2
Valproato? 272 149 426 1,6 29

a. (Las nuevas 5-bencilideno pirimidinas fueron administradas via ip). Dosis en mg/kg. b IP =DT50/DE50

b. IP=TD50/ED50

C. Neurotoxicidad minima fue determinada en el test del rotarod 30 min después de administrar los compuestos ip.

d. Datos reportados por Ucar, H y col, 1998 (19).
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Figura 3

DETERMINACION DE LA ED,, DE LOS NUEVOS DE-
RIVADOS DE 5-BENCILIDENO PIRIMIDINAS PARA
LOS MODELOS DE CRISIS CONVULSIVAS INDUCI-

DAS POR MES Y PTZ. DETERMINACION DE LA DT50
AL TIEMPO PICO DE CADA COMPUESTO.

MES

—
o
=]
]
»

4a
5a
3a
5b
3b
3c
3d

(32
o
1
> O ¢ « » =n

o

1 10 160
Log Dosis (mg/kg)

1000

Porcentaje de animales protegidos

PTZ
100+ v

4a
5a
3a
5b
3b
3c
3d

a
o
Il
> Oe ¢ « » nm

o
L

1 10 100

Porcentaje de animales protegidos

log DE50 (mg/kg)

Rotarod

100~
4a

5a
3a
5b
3b
3c
3d

a
(=]

Neurotoxicidad (%)
> Oe & « » n

Log DT50 (mg/kg)

MES= electroshock maximo.
PTZ= pentilenotetrazol.
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Todos los compuestos evaluados presentaron ac-
tividad antiepiléptica. La DE50 que protegi6 de las
crisis inducidas en la prueba de MES de los 7 com-
puestos estuvo entre 18,82—-86,69 mg/kg. Para la
prueba de scPTZ, la DE50 se encontré entre 23,2 y
101,09 mg/kg (Tabla 2). Es de resaltar que a excep-
cién del compuesto 3d, 4,6-diamino-5-(4-dimetila-
mino-2-benciliden)pirimidina-2(5H)-ona, la DE50
es superior que el FBT, lo cual sugiere que los otros
compuestos sintetizados son menos potentes que
esta pirimidina usada en clinica (FBT).

Los valores de indice de proteccién (IP) de los
compuestos 5by 3d fueron paraMES de 2,27y 9,22;
mientras que para PTZsc fueron de 2,09 - 3,84, res-
pectivamente (Tabla 2). El compuesto 3d present6
una menor DE50 y un mayor IP respecto al FBT, lo
cual sugiere que este derivado presenta una poten-
cia mayor y un perfil de seguridad superior a FBT.
Asimismo, present6 el mejor valor de IP 3,84 en el
modelo de scPTZ, superior a los farmacos usados en
clinica como valproato, fenitoina y carbamazepina,
pero inferior que FBT. Ninguno de los compuestos
evaluados mostré actividad en el modelo de crisis
psicomotora.

Respecto de la toxicidad minima, los andlogos 3a
y 4a presentaron una toxicidad similar al FBT, car-
bamazepina y fenitoina. Dado que su IP es menor
que las drogas usadas en clinica en la prueba de
MES y cercano a 1, se descarta su posible potencial
antiepiléptico por mayores riesgos de toxicidad. Es
interesante resaltar que el compuesto 3d fue el mas
activo en el modelo de MES con una mayor DT50,
indicativo de producir menos efectos neurotéxicos.
Como consecuencia, su IP fue el mayor de todos los
derivados de 5-bencilideno pirimidinas estudiadas y
comparadas con los otros antiepilépticos existentes
usados en clinica (Figura 3, Tabla 2). El resultado
nos indica que este derivado tiene potencial antiepi-
léptico en el manejo de crisis generalizadas con baja
incidencia de efectos toxicos neurolégicos.

El compuesto lider 3a fue el que presenté una me-
jor potencial antiepileptico en el modelo de scPTZ,
con un IP superior a fenitoina, carbamacepina, simi-
lar a valproato, pero menor que FBT, lo que indica
que su actividad es inferior al FBT.

Publicaciones previas han demostrado que las pi-
rimidinas son eficaces en el manejo de las crisis ge-
neralizadas cuando se emplearon ensayos de MES
como modelo farmacolégico de convulsiones t6ni-
co-clénicas y el ensayo de scPTZ como modelo de

73




Guevara BH y col.

POTENCIAL ANTIEPILEPTICO DE NUEVOS DERIVADOS DE 5-BENCILIDENO PIRIMIDINAS

crisis de ausencia (pequeio mal). Los estudios reali-
zados por Kaushik y col, en 2010 y Calis y col, en el
ano 2001; demuestran que substituciones del grupo
benzilideno poseen actividad antiepileptica.'®' 201
Otros realizados por Azam y col, (2010); Septioglu y
col (2005); Quiroga y col (1992), confirman el poten-
cial antiepiléptico de pirimidinas substituidas.>'*"

Nuestro estudio confirma que los nuevos deriva-
dos 5-bencilideno pirimidinas tienen potencia antie-
piléptica, cuya eficacia y seguridad depende de la
relacion estructura actividad antiepiléptica.

De la relacién estructura quimica-actividad antie-
piléptica, los resultados fueron los siguientes: 1. La
introduccién de un grupo donante de electrones tal
como el metoxi al grupo benzilideno increment6
la toxicidad, 2. La introduccién de grupos acepto-
res de electrones tales como F al anillo bencilideno
del compuesto lider 5b (diona) redujo la actividad
antiepiléptica en el modelo de PTZ y aument6 la
toxicidad. Por ejemplo, la actividad de los analogos
5b y 3b (con grupos donantes de electrones intro-
ducidos) fue menor en relacion a la actividad antie-
piléptica del compuesto 3d en el modelo de MES.
El compuesto 3d tuvo actividad antiepiléptica a una
dosis mas baja que los farmacos efectivos usados en
clinica: fenitoina, carbamacepina, FBT y valproato;
sin embargo, en la prueba de PTZ la DE50 para el
compuesto 3d fue mayor que el FBT y menor que la
fenitoina, carbamazepina y valproato.

Los compuestos andlogos 4a, 5a y 3a poseen un
importante efecto anticonvulsivante en el modelo de
PTZ, atin mas potente que en el modelo de MES. De
ellos, el compuesto mas potente fue el 3a con una
DE50 de 23,2 mg/kg, superando a las drogas usadas
en clinica fenitoina, carbamazepinay valproato, aun-
que menos potente que FBT. Desafortunadamente,
su IP fue menor que el FBT

Se ha reportado que el scPTZ es un agente pro-
convulsivante al inhibir la neurotransmision del
acido gamma-aminobutirico (GABA), principal neu-
rotransmisor inhibitorio presente en el sistema ner-
vioso central. La inhibicién de la neurotransmisién
GABAérgica facilita la aparicion de las crisis convul-
sivas, mientras que la activaciéon de la neurotrans-
mision GABAérgica inhibe o atenta las crisis.?*?2
Muchos de los farmacos antiepilépticos utilizados
en clinica, ejercen su accién antiepiléptica al aumen-
tar la neurotransmision de la actividad GABAérgica,
antagonizar la apertura de canales de calcio o de
sodio.’*?>2324 Determinar el mecanismo de accién
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del compuesto 3d sera el paso siguiente de la pre-
sente investigacion.

Se concluye que el compuesto 3d, 4,6-diamino-
5-benciliden 4-(dimetilamina) pirimidina-2(5H)-ona
demostré tener: excelente actividad anticonvul-
sivante en el modelo de MES, ser mas activo que
algunos epilépticos convencionales y presentar una
baja neurotoxicidad, lo cual se corrobora con el va-
lor obtenido de su IP.
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