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RESUMEN

La epilepsia es la enfermedad neurolégica mas comun, afecta alrededor del 1 % de la
poblacién mundial. Aproximadamente el 70 % de los pacientes con epilepsia responden al
tratamiento. Sin embargo del 20 al 30% de estos son refractarios al tratamiento, de ahi la
necesidad de desarrollar nuevos farmacos antiepilépticos. EI compuesto DL-3-hidroxi-3-
etil-3-fenil propionamida (DL-HEPP) es un anticonvulsionante de amplio espectro. La
incorporacién de un grupo hidrofébico en el anillo fenilo del DL-HEPP incrementa su
actividad anticonvulsionante.. Por lo tanto se introdujo un grupo hidrofobico (CF3) en el
anillo fenilo del DL-HEPP y DL-HEPB (homélogo del HEPP) para obtener las
fluorobencenamidas DL-CFs-HEPP y DL-CF3;-HEPB. También realizd la resolucion del
anticonvulsionante DL-HEPA un homdlogo del DL-HEPP. ElI DL-CFs;-HEPP, DL-HEPA vy
sus enantiémeros se caracterizaron mediante *H-NMR, *C-RMN y espectrofotometria de
IR. Los resultados obtenidos confirmaron las estructuras propuestas. La actividad
anticonvulsionante fue determinada usando pentiléntetrazol (80 mg/kg) administrado via
intraperitoneal y por el método de electrochoque méximo (MES), en ratones albino
machos Swiss-Webster. Las dosis efectivas 50 (DEso) obtenidas para el DL-CF;-HEPB,
DL-HEPP, DL-HEPA, (-) HEPA vy el fenobarbital (PB) en la prueba de MES fueron de:
62,138, 109.5, 125 and 19 mg/kg respectivamente. En la prueba de neurotoxicidad por el
método del rodillo giratorio 6 rotarod, las DTs, Obtenidas para el DL-CF;-HEPP, DL-HEPP
y el PB fueron de: 66, 212 y 69 mg/kg respectivamente.

En conclusion, la introduccion del grupo trifluorometilo en el anillo fenilo del DL-HEPP

incremento su actividad anticonvulsionante.



ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common neurological disorders affecting around 1 % of the
worldwide population. Approximately 70% of the patients with epilepsy are successfully
treated, however 20 to 30 % of epileptics are refractory to antiepileptics, hence the need to
develop new antiepileptic drugs. The compound DL-3-hydroxy-3-ethyl-3-phenyl
propionamide (DL-HEPP) is a broad spectrum anticonvulsant. Incorporation of

hydrophobic groups in the phenyl ring of DL-HEPP increased its anticonvulsant activity.

Therefore, a hydrophobic group (CF3) has been introduced in the phenyl ring of DL-HEPP
and DL-HEPB (a homologue of HEPP) to give the fluorobencenamides DL-CF;-HEPP and
DL-CFs;-HEPB. It was also made the resolution of the anticonvulsant DL-HEPA, a
homologue of DL-HEPP. DL-CFs-HEPP, DL-HEPA and its enantiomers were
characterized through *H-NMR, **C-RMN and IR spectroscopy. The results confirmed the
proposed structure. The anticonvulsant activity was determined using pentylentetrazole
(80 mg/kg) intraperitoneally and maximal electroshock test (MES) in male Swiss Webster
mice. The effective doses 50 (EDs,) obtained for DL-CFs-HEPB, DL-HEPP, DL-HEPA, (-)
HEPA and phenobarbital (PB) in the MES test were 62,138, 109.5, 125 and 19 mg/kg
respectively. In the rotarod ataxia test the TDso values obtained for DL-CF;-HEPP, DL-
HEPP and PB were 66, 212 and 69 mg/kg.

In conclusion, the inclusion of the trifluoromethyl group in the phenyl ring of DL-HEPP

increased its anticonvulsant activity.



1.0 INTRODUCCION

1.1 Sinapsis

Las sinapsis son regiones de contacto especializado entre neuronas, entre estas células y
organos efectores asi como entre dos fibras musculares. Se estima que el cerebro
humano puede llegar a tener 10* sinapsis, éstas constituyen uno de los varios medios de

comunicacion entre las células.

En estas uniones la corriente eléctrica o algunas sustancias quimicas pueden servir de
vehiculos para la comunicacién (Brailowsky et al., 1997). Dicha transmisién quimica entre
las células involucra multiples pasos, la transmision quimica es el principal medio por el
cual las células nerviosas estan comunicadas con todo el sistema nervioso central. Los
eventos pre-sinpticos y post-singpticos estan altamente regulados y sujetos a un uso
dependiente de cambios que son la base de la plasticidad y el aprendizaje en el sistema
nervioso central. Aunque las conexiones eléctricas directas pueden ocurrir, estas cuentan
para la transmision de la informacion entre nervios sélo en casos especializados (Ronald
y Stephen, 2006).

En las sinapsis eléctricas dos células estan eléctricamente acopladas de manera que el
flujo electrénico de impulsos nerviosos cruza directamente de la sinapsis de la célula pre-

sindptica a la post-sinaptica (Figural), (Meza, 2003).
En la neurotransmision quimica se requieren los siguientes pasos:

Sintesis de un neurotransmisor (NT) en la terminal pre-sinaptica.
El almacenamiento del NT en las vesiculas sinapticas.
La liberacion regulada del NT en el espacio sinaptico.

La presencia de receptores especificos para el NT en la membrana post-sinaptica.

a rc 0o

Un medio para dar por terminada la liberacion del NT (Ronald y Stephen, 2006).



Figura 1. Sinapsis. La despolarizacion abre los canales dependientes de calcio en la terminal pre-
sindptica (1), la entrada de calcio y las altas concentraciones de este activan zonas en la terminal
(2), lo cual conduce a la exocitosis de las vesiculas sinapticas que almacenan el NT (3). Entonces
los NT liberados se unen a sus receptores post-sinapticos (4). Los receptores de NT pre-sinapticos
(5) al activarse conducen una de la exocitosis del NT, la inactivacién del NT ocurre ya sea por un
receptor en la terminal pre-sinaptica (6) o por una proteina transportadora acoplada al gradiente de
Na+, por ejemplo dopamina norepinefrina, glutamato y GABA 6 por la (7) por la hidrolisis
enzimética por ejemplo la acetilcolina; o por (8) la recaptura y metabolismo de la célula glial
(glutamato). La vesicula sindptica membranal se recicla por (9) endocitosis. Los neuropéptidos y
las proteinas se almacenan en (10) largos y densos centros granulados dentro de la terminal
nerviosa, estos granulos son liberados desde, (11) sitios distintos a las zonas de activacion

después de una estimulacién repetitiva (Ronald y Stephen, 2006).



1.2 Neurotransmisores

Se define a un neurotransmisor (NT) como una sustancia producida por una célula
nerviosa capaz de alterar el funcionamiento de otra célula, de manera breve o duradera,
por medio de la ocupacion de receptores especificos y por la activacion de mecanismos

ionotropicos o metabotrépicos (Brailowsky et al., 1997).

En el sistema nervioso central maduro los NT actian como mediadores quimicos en la
comunicacion intracelular, por la activacion de receptores especificos y segundos
mensajeros en las células post-sinapticas. Esta funcion especializada puede haber
evolucionado a partir de funciones mas primitivas en organismos inferiores, donde estas
sustancias se utilizaban como dispositivos de sefializacion intra e intercelular. Esta
observacion se deriva de que una serie de neurotransmisores clasicos, (acetilcolina y
norepinefrina) estan presentes en organismos primitivos y embriones en ausencia de un
sistema nervioso, y las pruebas farmacoldgicas de que estas sustancias regulan las
actividades morfogenéticas como: la proliferacién, la diferenciacion, la motilidad celular y
la metamorfosis (Lauder, 1993).

El sistema nervioso central depende del balance exacto entre los neurotransmisores
inhibidores (GABA) y excitadores (glutamato) en los vertebrados (Delgado vy
Schmachtenberg, 2008).

1.2.1 Glutamato

El glutamato es un NT en el cerebro de los mamiferos, esta distribuido a lo largo y ancho
del tejido celular, se encuentra en altas concentraciones respecto a los demas
aminoacidos (Berl et al., 1961). Este neurotransmisor es el principal regulador de la
mayoria de las sinapsis excitatorias en el cerebro de los mamiferos (Figura 2). Sus

efectos se presentan en dos clases de receptores:

e Los ionotrépicos que estan asociados a los canales i6nicos. Contienen canales

permeables a cationes y se clasifican de acuerdo con sus agonistas selectivos



afines a los compuestos N-metil-D-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propionico (AMPA) o kainato.

e Los metabotropicos asociados a proteinas G acopladas a segundos mensajeros.

Figura 2. Una sinapsis axodendritica glutamaérgica consiste de una terminal pre-sinaptica y una
espina dendritica post-sinaptica. Las terminales pre-sindpticas contienen vesiculas con
transportadores glutamato (punto rojo), mitocondrias (azul), receptores de glutamato
metabotropicos y los transportadores de glutamato (EAAT2) y glutamina (SA). La espina dendritica
post-sinaptica contiene receptores para glutamato ionotrépicos (AMPA y NMDA) y metabotropicos,
y transportadores de glutamato (EAAT3, EAAT4 este ultimo en las células Purkinje en el cerebelo).
Alrededor de la sinapsis estan presentes los transportadores astrociticos para el glutamato (EAAT1
y EAAT?2) y los transportadores de glutamina. Los rectdngulos verdes en la membrana plasmatica
del axén terminal representan los transportadores EAAT1 y EAAT2. El glutamato que escapa fuera
de la sinapsis sin ser recapturado por los transportadores podria alcanzarse sobre las sinapsis

vecinas (Ronald y Stephen, 2006).

El glutamato liberado en la terminal pre-sinaptica puede enlazarse tanto a los receptores
NMDA (R-NMDA) como a los no NMDA. El complejo del receptor NMDA es un
polireceptor que esta asociado con un canal de Ca™ y presenta varios sitios modulatorios,
por ejemplo uno para la glicina, el cual es insensible a la estricnina y un sitio de unién a
poliaminas. Para facilitar la apertura del canal de calcio cuando el glutamato se une a su

receptor se requiere la unién de la glicina al polirreceptor.



En el caso del R-NMDA, la hiperexcitabilidad se produce por la entrada de calcio y la
activacion del receptor afin al kainato lo cual despolariza la membrana al permitir la
entrada de iones Na'. Esta despolarizacion causa la abertura de los canales de calcio
sensibles a voltaje (CCaSV) lo cual incrementa aun mas la excitabilidad.

La inhibicién de la entrada de iones Na* a través de los canales de sodio sensibles a
voltaje (CNaSV) (presentes en las neuronas presinpticas glutamaérgicas), impiden la
despolarizacion que se requiere para que se abran los CCaSV, lo que reduce la liberacién
de glutamato vesicular. Asi mismo la estabilizacion de las membranas neurales pre-
singpticas envia un bloqueo de los CNaSV que previene la liberacion de glutamato
(Martinez y Meza, 2003).

1.2.2 Estructuray funcién del receptor Gama Amino Butirico (GABA)

El GABA se sintetiza en el cerebro por la descarboxilacion del L-glutamato catalizada por
la enzima descarboxilasa del acido glutamico (GAD), esta reaccién requiere como
cofactor el fosfato de piridoxal. Posteriormente el GABA sintetizado se almacena en

vesiculas previo a su liberacién al espacio sinaptico.

El principal receptor para el neurotransmisor GABA en el cerebro de los mamiferos, es un
conjunto de subunidades proteicas asociadas a un ion cloruro es conocido como receptor
GABAA (R-GABA,) y es sensible al muscimol y a la bicuculina. La funcién del receptor
GABA, puede ser modulada por una amplia variedad de farmacos, como las

benzodiacepinas (BZ) o los barbittricos (Schofield et al; 1987).

El R-GABA, es un complejo macromolecular que consiste de cinco subunidades las
cuales contienen sitios de union a GABA, BZ, barbitlricos, picrotoxina, y anestésicos
esteroideos. Este receptor pentamérico se ensambla mediante una combinacién de 16
subunidades (al-6, B1-3, y1-3, 6, &, €) y 3 subunidades p que contribuyen a lo que

algunas veces se ha llamado el receptor GABAc (Figura 3).



Planar View ®@®

ONGNO
ONoRoRsy
®@
36 68
T
B (1-3)
§(1-3)
5(1'3)
v ~

agonists (muscimol)

anatagonists (bicuculline)
BENZODIAZEPINE:

agonists (flunitrazepam)

anatagonists (flumazenil)

inverse agonists (DMCM)
PICROTOXIN/CONVULSANT (TBPS)
IV ANESTHETIC (barbiturate)
STEROID (alphaxalone, allopregnanolone)
VOLATILE ANESTHETIC (halothane)

Figura 3. Receptor GABA, (panel inferior), la proteina se muestra como una membrana
pseudosimétrica que abarca un canal de iones constituido por 5 subunidades homélogas cada una
de ellas con 4 regiones de membrana que abarcan (MSRs numeradas del 1-4) como muestra una
de las subunidades que esta por fuera. (Panel superior) vista de la parte exterior de la célula.
(Vista plana) muestra el arreglo de las 5 subunidades las cuales con 4 MSRs alrededor del canal
del ion cloruro. También se enlistan las familias de subunidades que pueden ser utilizadas en la
composicién de dicho receptor y los ligandos que tienen sitios de unién con el receptor (Ronald y
Stephen, 2006).

Los analogos del GABA como el muscimol actian como agonistas uniéndose al sitio de
GABA vy abriendo los canales de CI. La activacion del canal de iones es compleja e
involucra la apertura y cierre del canal en una escala de milisegundos. El R-GABA, se
desensibiliza por la continua presencia del GABA.

Los R-GABA, son parte de la superfamilia de receptores acoplados a canales ionicos
regulados por ligandos que incluyen a los receptores; nicotinicos de acetilcolina (R-
nACh), de glicina (R-Gly), ionotrépicos de 5-HT (R-5HT3) y canales iénicos activados por
Zn?*. Difieren en estructura de los receptores tetraméricos de glutamato y los receptores
triméricos de purinas. Mientras que los R-nAChR, los R-5-HT; y los canales activados por
Zn?* son canales cationicos selectivos, difieren las familias de R-GABA, y R-Gly que estos

Gltimos son canales anidnicos selectivos.



Todos los miembros de la superfamilia de receptores acoplados a canales i6nicos
muestran una homologia en su secuencia del 30% de identidad, pero muestran una
mayor similitud al nivel de estructuras secundarias y terciarias. Tales receptores estan
organizados como proteinas pentameéricas a través de la membrana rodeando un poro
central que forma el canal i6nico a través de la membrana. Todos usan secuencias
similares y dominios funcionales para establecer la estructura del canal i6nico, los sitios
de unién de agonistas e incluso sitios de union para diversos ligandos alostéricos (Olsen y
Sieghart, 2008).

Sitios de union en el receptor GABA,. En la figura 4 los compuestos 1-3 son agonistas en
el sitio de GABA. Los compuestos 4 y 5 son agonistas en el sitio de las BZ y en
compuesto 6 es un antagonista que inhibe la accion de GABA mediante alosterismo
probablemente dentro del canal de iones (Sieghart W., 2006).
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Figura 4. Representacion esquemaética del complejo receptor GABA, compuesto de 2 subunidades
a, 2 subunidades B, y 1 subunidad y. La union de los agonistas ocurre en la interfase entre las
subunidades a y B y comienza con la apertura del canal permitiendo un flujo rapido de iones CI
dentro de la célula lo que resulta en una hiperpolarizacién neuronal. La unién de las BZ sucede en

la interfase de las subunidades a y y que modulan alostericamente al receptor GABAa
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incrementando la frecuencia de apertura del canal CI y potenciando al GABA (Nutt, 2006; Jacob et
al., 2008).

1.3 Farmacos anticonvulsionantes

Desde 1912 en que se inicid el uso del fenobarbital para el tratamiento de las crisis
epilépticas, la perspectiva de tratamiento para estos procesos ha cambiado enormemente.
En los siguientes afios se desarrollaron moléculas bastantes similares a este, como son,
la fenitoina, la carbamacepina, la primidona y las benzodiacepinas, que representaron,
hasta 1970 un sostén terapéutico que no llegé a cumplir con las expectativas deseadas

del farmaco ideal.

En los ultimos 20 afios, con la introduccion del valproato, y el clonacepan se alent6 la
esperanza de muchos enfermos que no habian conseguido un control adecuado de sus
crisis, siendo desde entonces los farmacos mas utilizados, si bien tampoco estos han
conseguido que la epilepsia fuera un problema resuelto. Son numerosos los pacientes
que no estan libres de crisis, han de ser tratados con varios farmacos y sufren efectos

secundarios del tratamiento. Las caracteristicas del farmaco ideal son mdultiples.

Es importante contar con un farmaco que supere la relacion eficacia-toxicidad de los
antiepilépticos clasicos, que ofrezca amplios espectros de accion, una eficacia probada en
su administracién por via oral, una vida media larga, y escasas posibilidades de
metabolizarse sin unirse a la proteinas plasmaticas (por lo tanto con pocas posibilidades
de interaccién con otros farmacos) y que en lo posible se pueda determinar sus niveles

plasmaticos y, que ademas su costo sea razonable.

Por otra parte, los enfoque de la investigacion de nuevos antiepilépticos son variados e
involucran a los neurotransmisores inhibitorios (GABA) o excitatorios (Glutamato), para
modificar la balanza excitacion/inhibicion, o bien obtener fa&rmacos que bloqueen los

canales de calcio o de sodio (Tabla 1), (Herrero et al., 2000).



Tabla 1. Drogas antiepilépticas

Mecanismo Bloqueo de Potenciacion del Antagonismo del Bloqueo de
canales de Na" GABA Glutamato canales de Ca"™
Ac. Valproico +++ ++ ¥
Carbamacepina ++
Felbamato +++ ++ +
Fenotoina +++
Gabapentina +++ ++
Lamotrigina +++
Tiagabina ++
Topiramato +4++ +++ +++ 4
Vigabatrina 4+

Los farmacos antiepilépticos (FAE) establecidos reducen la excitabilidad neuronal
promoviendo la inactivacion de canales de sodio, inhibiendo los canales de calcio tipo T, o

potenciando la inhibicion mediada por el receptor GABA, (Macdonald y Greenfield, 1997).

Los FAE que promueven la inactivacién de canales de sodio ejercen su mecanismo de
accion a través de la disminucién de los disparos de alta frecuencia. La carbamacepina, la
lamotrigina, la fenitoina y el acido valproico modulan el disparo de alta frecuencia a
concentraciones que son efectivas en la limitacion de convulsiones en humanos. Los
analisis electrofisiolégicos de neuronas individuales durante crisis parciales demuestran
que las neuronas se despolarizan y disparan potenciales de accién a altas frecuencias.
Este patron de disparo neural es la caracteristica distintiva de una crisis y su ocurrencia
es rara durante la actividad fisioldgica. Por lo tanto, se esperaria que la inhibicién selectiva
de este patrén de disparo de alta frecuencia redujera las crisis. El mecanismo por el cual
las drogas que limitan el disparo de alta frecuencia, involucran la disminucién de la
velocidad de recuperacion de la inactivacion por parte de los canales de sodio

dependientes del voltaje.

Por otro lado, los FAE que potencian la inhibicién sinaptica mediada por el GABA reducen
la excitabilidad neuronal y por lo tanto aumentan el umbral convulsivo. El receptor

principal postsinaptico del GABA liberado en la sinapsis es el R-GABA, (Figura 5). La



activacion del R-GABA, lleva a cabo una inhibicion de la célula postsinaptica,
incrementando el flujo de iones CI' hacia la célula lo que hiperpolariza la neurona.
Concentraciones clinicamente relevantes de benzodiacepinas y barbituricos potencian la
inhibicion mediada por el receptor GABA,.

Los FAR que inhiben los canales de calcio tipo T, como la etosuccinamida, se involucran
en el control de las crisis de ausencias. Al contrario de las crisis parciales, las crisis de
ausencias generalizadas surgen de disparos reciprocos del talamo y de la corteza
cerebral. El electroencefalograma distintivo de una crisis de ausencia generalmente son
descargas de punta y onda a una frecuencia de 3 Hz. Estas descargas bilaterales
sincronicas de punta y onda representan oscilaciones entre el tdlamo y la corteza. Estos
ritmos reverberantes de baja frecuencia son posibles debido a una combinacién de
factores que incluye conexiones reciprocas sinapticas excitatorias entre la corteza y el
talamo asi como propiedades intrinsecas de las neuronas en el tAdlamo, de la cual la mas
importantes es la corriente de calcio de bajo umbral o I;. La expresién de |+ en las
neuronas talamicas es critica para la generacion de la punta onda de 3 Hz. El principal
mecanismo por el cual los farmacos antiausencias actian, es por la inhibicién de la I+
reduciendo el flujo de calcio a través de canales de calcio tipo T. La etosuccimida es un
farmaco efectivo contra las crisis de ausencias ya que bloquea los canales de calcio tipo T
(McNamara y Gibbs, 2006).
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Figura 5. Receptor GABA, y FAE: del lado izquierdo se muestra la topologia de membrana de las

subunidades del receptor GABA,. Los residuos identificados como esenciales para la unién de
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agonistas (GABA) y de benzodiacepinas se encuentran en el extremo amino terminal. Los
barbitdricos se unen a los segmentos M2 y M3. Del lado derecho se muestra una sinapsis
inhibitoria gabaérgica ilustrando la sintesis del GABA en la terminal presinaptica, a partir del acido
glutamico por la glutamato descarboxilasa (GAD). En las neuronas y los astrocitos el GABA es
degradado por la transaminasa del GABA (GABAT) a semialdehido succinato (SSA); la vigabatrina
es un inhibidor irreversible de la GABAT. Los cilindros representan transportadores de captura del
GABA inhibidos por la tiagabina. También se representa la estructura pentamérica de los
receptores GABAA. Los pequefios circulos indican los segmentos en forma de hélice que
corresponden a los mostrados a la derecha. Los segmentos M2 forman el canal de CI" (Rogawski y
Loscher, 2004).

1.3.1 Farmacos antiepilépticos desarrollados en México

En 1964 se public6 el trabajo de Carvajal y colaboradores en el que se presentaron los
primeros resultados sobre tres compuestos planeados como inhibidores de la
transaminasa del GABA. Estos tres compuestos fueron derivados 5,5-disustituidos de la
2-pirrolidinona. Uno de los resultados de este estudio fue que la 5-etil-5-fenil-2-
pirrolidinona (EPP) demostrd tener un buen efecto contra las convulsiones y muerte
producidas por el pentilenotetrazol, asi como contra las convulsiones producidas por
electrochoque (Carvajal et al., 1964). Estudios posteriores mediante resonancia
magnética nuclear y difraccion de rayos X demostraron que la estructura del EPP
correspondia a la del DL-4-hidroxi-4-etil-4-fenil butiramida, DL-HEPB (Nathan et al., 1978;
Castellano et al., 1981). También se demostré un excelente efecto antiepiléptico en
mujeres epilépticas, en donde la administracién durante 8 a 10 meses de 600 a 800 mg
de DL-HEPB produjo una marcada disminucion en la frecuencia de los episodios

convulsivos (Carvajal, 1996).

Basandose en la estructura del DL-HEPB, se planed sintetizar y probar una serie
homdloga, obteniéndose los racematos de los homélogos inferiores: DL-2-hidroxi-2-etil-2-
fenil-acetamida (DL-HEPA) y la DL-3-hidroxi-3-etil-3-fenil-propionamida (DL-HEPP) (Meza
et al., 1990).
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Figura 6. Serie homéloga de amidas anticonvulsionantes

Estos compuestos presentan un amplio perfil anticonvulsionante en el caso de
convulsiones provocadas por drogas como: el pentiléntetrazol (PTZ), la bicuculina, la
tiosemicarbazida, asi como en el electrochoque maximo. También protegieron a ratas y
gatos contra el kindling hipocampal (Solis et al., 1979). El DL-HEPP protegi6 a las ratas
contra el sindrome de abstinencia del GABA, un modelo de epilepsia focal que muestra
una resistencia extraordinaria a los antiepilépticos clasicos. El DL-HEPP también produjo
una disminucion significativa de la actividad focal de puntas y espigas en la epilepsia
congénita tipo ausencias de ratas de Estrasburgo (GAERS) (Brailowsky et al., 1992). El
amplio espectro de actividad anticonvulsionante que exhiben 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 inferiores a las de la difenilhidantoina
y benzodiacepinas, teniendo en relacion con éstos la ventaja de su amplitud de espectro
antiepiléptico. Los resultados obtenidos con estos compuestos los hacen candidatos a
antiepilépticos mayores (Meza y Carvajal, 2007). Cabe destacar que el DL-HEPP mostr6
la menor toxicidad frente a la prueba del rotarod y al evaluar su dosis letal 50 (Meza et al.,
1990). En la serie homéloga de fenil alcohol amidas (Chamorro et al.,). La longitud de la
cadena principal de carbonos en los compuestos afectd ligeramente su actividad

anticonvulsionante (Meza y Carvajal, 2007).

Cabe mencionar que desde su creacion, el DL-HEPB ha sido extensamente estudiado,
desde sus efectos en la memoria (Oynick, 1968), hasta sus efectos en la sintesis de
proteinas y aprendizaje en ratas (Martinez de Mufioz y Oscos, 1977). Se sugirid su
posible accién a nivel de farmaco antiepiléptico por Carvajal-Sandoval en 1986 como

GABA mimético, de acuerdo a la definicibn de Krosgaard-Larsen (Krosgaard, 1979),
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tomando en cuenta la proteccion del mismo contra las convulsiones provocadas por la

bicuculina (Carvajal y Sandoval, 1986; Pérez de la Mora y Tapia, 1973).

Considerando la similitud estructural entre el DL-2-hidroxisaclofén y el baclofén y los
estudios de relacion estructura-actividad, se prepararon una serie de analogos
halogenados en la posicién 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 (Meza y Carvajal, 2007). La incorporaciéon de halégenos al anillo
aromatico del DL-HEPP, DL-HEPA y DL-HEPB incrementd su actividad
anticonvulsionante (Meza et al., 2008; Carvajal et al., 1998). Lo anterior sugiri6 la
presencia de un sitio hidrofobico en el receptor. De acuerdo a lo propuesto es probable
que la incorporacion del grupo trifluorometilo (grupo hidrofébico) en el anillo fenilo del DL-
HEPP, DL-HEPA y DL-HEPB pueda incrementar su afinidad hacia el receptor, lo que
conllevaria a un aumento en su actividad anticonvulsionante. Por tal motivo en el presente
trabajo se planeé incorporar en el anillo aromatico del DL-HEPP y del DL-HEPB el grupo
trifluorometilo (grupo hidrofébico) plantedndose la sintesis de los compuestos DL-4’-CF;-
HEPP y DL-4-CFs-HEPB.

Meza y Bowery estudiaron en 2008 la accion de las fenil alcohol amidas para desplazar el
[*H] GABA de los sitios de unién del receptor GABA, y GABAg. Se obtuvo como resultado
que las fenil alcohol amidas no desplazaron el [*H] GABA de los receptores GABA, y
produjeron Unicamente un bajo nivel de inhibicién en el receptor GABAg con una inhibicion
maxima del 20-30% para el DL-HEPB, el DL-F-HEPB y el DL-CI-HEPB. Se destaco el
efecto que tiene el DL-HEPB en la inhibiciéon de la propagacion de las post-descargas
producida por la estimulacién eléctrica hipocampal, ya que disminuy6 la duracion de las
postdescargas y en algunos gatos bloqued su propagacion hacia la sustancia nigra y la
amigdala (Tapia et al., 1979). Los autores destacaron que se desconoce si este efecto
del DL-HEPB esté relacionado con la liberacion del GABA en la sustancia nigra, tomando
en cuenta que se ha sugerido que la sustancia nigra es el sitio del cerebro medio para la
actividad anticonvulsionante mediada por el GABA (ladarola y Gale, 1982). EI HEPP
revirtio la inhibicion de la liberacion evocada eléctricamente de [*H]-GABA producida por
el GABA y por los antagonistas del receptor GABA,, bicuculina y picrotoxina, proponiendo
una posible accion del DL-HEPP como modulador alostérico del complejo del receptor
GABA, (Meza y Bowery, 2008). Ademads, el compuesto DL-HEPP protege contra las

convulsiones y muerte provocadas por la bicuculina y la picrotoxina en ratones. Sin
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embargo, es necesario obtener mayor evidencia neuroquimica y farmacolégica para
apoyar el mecanismo propuesto. Por lo anterior se plantea en el presente trabajo estudiar
la modulacién de la actividad anticonvulsionante del fenobarbital, un modulador alostérico
del receptor GABA, por el DL-HEPP.

En las evaluaciones farmacoldgicas, toxicolégicas y neurofisioldgicas que se han
realizado con el DL-HEPA, el DL-HEPP y el DL-HEPB, se han utilizado sus mezclas
racémicas. Para algunos compuestos que actlan sobre el sistema nervioso central y que
se han evaluado como mezclas racémicas, al separar estereoisébmeros se han
encontrado diferencias en la actividad biol6gica, esto es debido a que las proteinas con
las cuales interaccionan (receptores de membranas, enzimas, proteinas acarreadoras,
etc.) en muchos casos muestran estereoselectividad, debido a sus centros activos
quirales. La interaccion de un farmaco quiral con macromoléculas quirales puede dar
lugar a la formacion de complejos diasteroméricos transitorios, los cuales pueden conducir
a diferencias farmacocinéticas y farmacodinamicas, que producen cambios en la potencia
farmacoldgica y en la toxicidad entre los enantibmeros. En un racemato el isbmero
inactivo o sus metabolitos pueden actuar como agonistas 0 antagonistas de las acciones
farmacoldgicas y toxicologicas del enantiomero activo (Gross, 1989), de tal forma que la
actividad y disposicién de un farmaco racémico, puede ser mas complejo que la suma de
sus partes. Un ejemplo de como la distribucién espacial de los grupos en una molécula
podrian influir tanto en su actividad como en su naturaleza quimica, es el caso de la

talidomida.

En ella el enantiomero dextrorrotatorio es una tranquilizante, y la version levorrotatoria, es
un poderoso agente teratogénico en ratones (Blaschke et al., 1979; Brown y Davies,
1989), lo anterior condujo a la especulacion de que la presencia del enantibmero
levorrotatorio de la talidomida racémica sumistrada a pacientes a inicios de 1960 produjo
consecuencia catastroficas. Otro ejemplo que pone de manifiesto de la importancia
estereoquimica es el caso de la DL-DOPA. En 1960 Blaschko y Chusciel encontraron que
el efecto del despertar que produce la dopa en animales tratados con reserpina, era
debido principalmente al enantibmero L. hay que tener presente que la L-DOPA es
sintetizada a partir del aminoacido L-tirosina. Una aplicacion clinica de estos
descubrimientos involucré el uso de la L-DOPA, para tratar pacientes con el mal de
Parkinson. Estudios clinicos posteriores realizados por Cotzias et al., 1967, mostraron que

la L-DOPA producia efectos secundarios adversos, mientras que la L-DOPA tenia efectos
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benéficos sobre los sintomas del mal del Parkinson, con unas cuantas reacciones
adversas (Cotzias et al., 1967), desde entonces a aumentado el interés de los efectos de
los estereoisémeros sobre los mecanismos dopaminérgicos (Carvajal y Meza, 1993). Por
lo anterior se plantea en el presente trabajo realizar la resolucion del DL-HEPA.
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1.4 JUSTIFICACION

La epilepsia es una de las enfermedades neurolégicas mas prevalecientes en el mundo,
afectando al 1% de la poblacion mundial. Los pacientes epilépticos utilizan farmacos
antiepilépticos convencionales y algunos de ellos presentan efectos secundarios
indeseables. Ademas entre el 20 y 30% de los pacientes epilépticos son refractarios al
tratamiento convencional. Por ello existe la necesidad de desarrollar nuevos farmacos con
mayor actividad anticonvulsionante. Estudios previos han documentado la actividad
anticonvulsionante del DL-HEPA. Sin embargo no se conoce si hay diferencias en la
actividad anticonvulsionante de sus enantidmeros en modelos como electrochoque, por lo
que en este trabajo se planted su resolucion. Se ha encontrado que la adicién de un grupo
halogenado al anillo fenilico de las fenil alcohol amidas potencia su actividad
anticonvulsionante. Lo que sugiere que el receptor hacia estos compuestos deberia
presentar un sitio hidrofébico. Por lo anterior es probable que la introduccién de un grupo
trifluorometilo (grupo hidrofébico) en el anillo aromético del DL-HEPP y del DL-HEPB
potencie su actividad anticonvulsionante, por lo que en este trabajo se estudié el efecto

anticonvulsionante y neurotéxico de DL-4’-CF;-HEPP.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL

Resolver y estudiar la actividad biolégica de los enantiomeros del HEPA, asi como

sintetizar los compuestos DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil) propionamida (DL-4'-
CF;-HEPP) y DL-4-hidroxi-4-etil-4-(4’-trifluorometilfenil) butiramida (DL-4’- CF;-HEPB) vy

estudiar su actividad anticonvulsionante.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

h)

Sintetizar los compuestos DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil)propionamida
(DL-4’-CF3-HEPP) y el DL-4-hidroxi-4-etil-4-(4’-trifluorometilfenil) butiramida (DL-4'-
CF5;-HEPB).

Caracterizar el compuesto DL-4’-CF;-HEPP mediante espectrofotometria infrarroja
(IR) y resonancia magnética nuclear de hidrégeno y de carbono 13.

Evaluar la actividad anticonvulsionante del DL-4’-CF;-HEPP en ratones vy
compararla con la del fenobarbital, contra las convulsiones y muerte provocadas
por el metrazol.

Resolver la mezcla racémica del (x)-HEPA mediante el método de sales
diasteroméricas de quinina y (+)-1-fenil-etil amina.

Determinar la pureza o6ptica de los enantiomeros (+)-HEPA y (-)-HEPA, mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con fase estacionaria quiral.
Comparar las dosis efectivas 50 (DEsg) del (x)-HEPA, del (-)-HEPA y del DL-4-
CF3-HEPP contra las convulsiones inducidas por el electrochoque méaximo (ECM)
en ratones.

Comparar las dosis neurotoxica 50 (DTso) del DL-HEPP y del DL-4’-CFs-HEPP en
el modelo del rodillo giratorio o rotarod en ratones.

Estudiar la modulacion anticonvulsionante del fenobarbital en presencia del DL-

HEPP contra las convulsiones y muerte provocadas por el pentiléntetrazol.
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2.0 MATERIALES Y METODOS
2.1 QUIMICA
2.1.1 Determinacioén del punto de fusion

La determinacion del punto de fusion Se realiz6 en un equipo Mettler Toledo modelo
FP-62

2.1.2 Espectroscopia de infrarrojo (IR)

El analisis espectroscopico infrarrojo se realizo en un espectrofotometro de infrarrojo
Perkin-Elmer FT-IR modelo spectrum GX 2000 con accesorio de reflectancia total
atenuada (ATR)

2.1.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrégeno y de carbono
13 (RMN- *Hy **C)

Los compuestos se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCl;) y los espectros de RMN-
'H (500 MHz) y de RMN-"*C (125 MHz) se obtuvieron con un espectroscopio Varian 500

usando tetrametilsilano como referencia interna.
2.1.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) se realiz6 en un cromatégrafo
Beckman System Gold, equipado con un detector UV-visible 166 y un médulo de bombas
Beckman 128.

2.1.5 Rotacion especifica

Las rotaciones especificas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer modelo 341.
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2.2 Sintesis del DL-4’-CF;-HEPB
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Figura 7. Obtencion del DL-4"-CF3;-HEPB.

La sintesis del DL-4’-CF;-HEPB se llevd a cabo mediante una condensacion de Stobbe,
seguida de un reflujo en medio acido y una posterior amoniolisis (Figura 7). La
condensacion entre aldehidos y cetonas con ésteres succinicos se conoce como
condensacion de Stobbe (Daub y Johnson, 1950). Si el producto de la condensacién de
Stobbe se refluja con acido bromhidrico al 48 % y acido acético, se hidroliza y se
descarboxila para producir una mezcla de y-lactona y del acido isomérico insaturado
(Vogel, 1961).
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2.2.1 Obtencién de la DL-5-etil-5-(4’-trifluorometilfenil) butirolactona

La reaccion se llevo a cabo en un matraz de fondo redondo de tres bocas provisto con un
agitador mecanico Hershberg, y un refrigerante de rosario, en el cual se colocaron 30 g
(0.148 mol) de 4’-trifluorometil propiofenona, 17.2 g (0.298 mol) de succinato de dietilo, 35
mL de benceno anhidroy 7.11 g (0.296 mol) de NaH. Para iniciar la reaccién se afiadieron
inicialmente 0.5 mL de etanol absoluto bajo una atmésfera de nitrégeno. La mezcla se
dej6é reaccionar durante tres horas con agitacion, posteriormente se enfrio y se le
afiadieron 22.2 mL de acido acético glacial y 20 mL de agua fria. El producto obtenido se
extrajé con éter etilico y la fase organica se lavé con 250 mL de una solucién de Na,CO;
al 5 %. La fase alcalina se acidificé con H,SO, al 98 %, generando una fase organica que
se extrajé con éter dietilico. Los extractos etéreos reunidos se lavaron con una solucién
saturada de NaCl y se dejaron secar sobre Na,SO, anhidro para posteriormente filtrarse y

concentrarse, obteniéndose asi 27 g de hemiésteres correspondientes.

Los hemiésteres se sometieron a 6 reflujos de 24 h adicionandose 33 mL de acido
bromhidrico al 48 %, 66 mL de acido acético glacial y 11 mL de agua. La mezcla de
reaccion se enfrid a temperatura ambiente y se extrajo con cuatro porciones de 50 mL de
éter dietilico, después las fases etéreas reunidas se lavaron con una solucién saturada
fria de NaHCOs;. Las fases alcalinas se neutralizaron con H,SO, al 98 % para regenerar
los hemiésteres que no reaccionaron, los cuales se extrajeron con cuatro porciones de 50
mL de éter dietilico, se concentraron y se reflujaron nuevamente, en presencia de acido
bromhidrico como se indicé previamente. Las fases etéreas reunidas se lavaron con una
solucion saturada de NaCl y se secaron sobre Na,SO, anhidro, se filtraron y se

concentraron obteniéndose 4 g de DL-5-etil-5-(4’-trifluorometilfenil) butirolactona.
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2.2.2 Obtencion del DL-4’- CF;-HEPB

En un matraz de fondo redondo de 500 mL se colocaron 4g (0.015 mol) del DL-5-etil-5-
(4’-trifluorometilfenil) butirolactona, 15 mL de etanol y 15 mL de hidroxido de amonio al
28%. La mezcla de reaccién se enfrié y se satur6 con amoniaco gaseoso. Posteriormente
se coloco un tapon de hule en la boca el matraz y se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 3 semanas. Posteriormente, la mezcla de reaccién se enfrid y se extrajo con 3
porciones de 100 mL de éter dietilico cada una. Los extractos etéreos reunidos se
secaron y se concentraron en el evaporador rotatorio al vacio y el DL-4’-CF;-HEPB (2.3
g). Se recristalizd con agua obteniéndose 80 mg p.f. 29°C

2.3 Sintesis del DL-4’-CF;-HEPP

Si un éster a-bromado se trata con cinc metalico, en presencia de un aldehido o una
cetona, se obtiene un B-hidroxiéster. Esta reaccion, es conocida como la reaccién de
Reformatsky,es la forma mas importante de preparar B-hidroxi-acidos y sus derivados. La
reaccion de Reformatsky sol6 se realiza con ésteres que tienen bromo en la posicién alfa,

por lo que necesariamente genera beta-hidroxiésteres (Morrison y Boyd, 1998).

OH OH
Fa 0. - /““a/\n/NH:
0 H;C HiC I
T, u}
| i , o S NH,CH S
RN R
o H;C o
F —F

0
HyC ™ g

W

e

F——F . .

-

F

Figura 8. Preparacion del DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil) propionamida
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2.3.1 Preparacion del DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil) propionato de etilo

La sintesis del DL-4"-CF;-HEPP se llevd a cabo mediante una condensacion entre una
cetona con bromoacetato de etilo en presencia de zinc, para formar los hidroxiésteres
correspondientes, los cuales al tratarse con amoniaco produjeron la amida esperada
(Figura 8). La sintesis se realiz6 de la siguiente manera; en un matraz de fondo redondo
de tres bocas provisto de un agitador mecénico Hershberg, un refrigerante de rosario y un
embudo de adicién, se mezclaron 25 ml de benceno anhidro, 20.5 g (0.123 mol) de
bromoacetato de etilo, 7.5 ml de éter dietilico anhidro, 10 g (0.074 mol) de 4’-trifluorometil
propiofenona, y 10.11 g (0.54 mol) de Zn° activado. La reaccién se agité6 por un periodo
de 2 a 3 h, teniendo cuidado de dejar salir cada 15 min el hidrégeno desprendido y
manteniendo la atmdsfera de nitrégeno. Posteriormente el matraz de reaccion se enfrié en
un bafio de hielo por 10 min y enseguida se adicion6 cuidadosamente por la parte
superior del refrigerante 92 ml de &cido sulfarico al 10 %, esto se realizd para hidrolizar la
mezcla. La fase bencénica se separ6 y se lavé con dos porciones de 36 ml de &cido
sulfarico al 5 %, 13 ml de carbonato de sodio al 10 %, y dos porciones de 25 ml de agua
fria. Después las soluciones acidas combinadas se extrajeron con dos porciones de 50 ml
de éter dietilico cada una. Posteriormente las fases etéreas y bencénicas reunidas se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro durante toda la noche, se filtraron y se
concentraron en el evaporador rotatorio para eliminar el éter; obteniéndose 6 g (60 %) del

hidroxiéster.

2.3.2 Obtencion del DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil) propionamida (DL-4’-
CFs-HEPP)

En un matraz de fondo redondo de 500 ml se colocaron 6 g (0.020 mol) del hidroxiéster,
25 ml de hidréxido de amonio al 28 % y 25 ml de etanol. La mezcla de reaccion se enfrié
y se saturé con amoniaco gaseoso. Posteriormente se coloc6 un tapén de hule en la boca
del matraz y se dej6 en reposo a temperatura ambiente durante 10 dias. Este paso se
repiti6 nuevamente y se dejo reposar durante 15 dias mas. Después la mezcla de
reaccion se enfrio, se retiré el tapén de hule de la boca del matraz y se extrajo con 5
porciones de 50 mL de éter dietilico cada una. Los extractos etéreos reunidos se secaron
y se concentraron en el evaporador rotatorio al vacid, obteniéndose 4 g (0.015 mol)

(66%) de DL-4"-CF3-HEPP. El compuesto se recristalizé con agua.
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2.4 Sintesis del DL-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida (DL-HEPA)

HzC

i Ha OH
et 1 HaCH COMH 5
—_—
Ny, / 2HO"
DL-HEFPA

Figura 9. Sintesis del DL-HEPA.

La sintesis de DL-HEPA se realiz6 utilizando una mezcla de 30 g (0.223 mol) de
propiofenona, 27 g (0.549 mol) de cianuro de sodio, 26.5 ml de éter dietilico anhidro y
33.33 ml de agua. Entonces se afiadieron lentamente 46.5 ml de &acido clorhidrico al 37
%, manteniendo la temperatura entre 2-5°C. Después la mezcla de reaccién se agité 5 h a
una temperatura entre 10-15°C. La fase etérea se separd y se lavé con 100 ml de agua
para disolver las sales. Posteriormente la solucién acuosa se extrajo con 4 porciones de
100 ml de éter dietilico cada una y los extractos etéreos combinados se concentraron. Al
producto obtenido se le adicioné 53 ml de acido clorhidrico al 37 %, y se satur6 con
cloruro de hidrégeno gaseoso manteniéndolo a temperatura entre 0-5°C. Posteriormente
la mezcla de reaccion se dej6 reaccionar durante 18 h a temperatura ambiente, tiempo en
el cual aparecido un precipitado. El precipitado se filtr6, se recristaliz6 con benceno
obteniéndose 25.23 g (84%) de DL-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida, p.f. 91-92°C (Figura
9).

2.4.1 Formacién de sales diasteroméricas

HoC OH HoC

HgC OH OH  MHOE
L W0H M CHUECL () -
conn,  AHDL GOOH COOCHs
4 . .
-1 2a(+) 3 1a: (+]
2b () 3a(+) 1b: (-]
2c sal de quinina 2a 3b(-)

2d sal de (+)-1-feniletilamina sal de 2b

Figura 10. Resolucion del DL-HEPA.
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2.4.2 Sintesis del acido DL-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético

Una mezcla conteniendo 25.23 g (0.139 mol) de DL-HEPA, 7.56 g (0.186 ml) de hidréxido
de sodio y 216 ml de agua se reflujé durante 8 h. Posteriormente la mezcla de reaccién se
concentré en el evaporador rotatorio hasta alcanzar un volumen de 66 ml. Después la
solucion se llevé a un pH 1 adicionando acido clorhidrico al 37 %, obteniéndose un
precipitado el cual se filtré y el solido resultante se recristalizé con benceno, obteniéndose
22.4 g (88.7 %) del acido DL-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético. p.f. 130-131°C.

2.4.3 Preparacion del &cido (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético

A una solucién conteniendo 22.4 g (0.123) del &cido DL-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético
disuelto en 300 ml de etanol, se le adicion6 43.5 g (0.133 mol) de (-)-quinina a 60 °C. La
mezcla de reaccion se reflujd durante 10 min y se enfri6 a -3 °C, formandose unos
cristales los cuales se separaron por filtracion. El filtrado se utilizé para obtener el acido
(-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético. Los cristales de sal de (-)-quinina-(+)-acido se calentaron
con etanol (200 mL) cinco veces, se enfrié y se filtr6 para obtener 25.8 g de una sal de
quinina del acido (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético. A ésta sal de le agreg6 &cido sulfarico
al 3.5 % y el acido (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético, se extrajo varias veces con acetona.
Los extractos de acetona reunidos se concentraron para obtener un soélido incoloro
correspondiente al &cido (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético, el cual se recristalizd6 con
benceno, para obtener 8.2 g de producto final (36%). p.f. 122-123°C, [0]p?®“= + 32.9°
(c=0.67, H,0).

2.4.4 Sintesis del acido (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético

El filtrado de la soluciébn madre de la sal de quinina del acido (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil
acético se evapord y se sec6. El residuo (40 g) se mezclé con H,SO, al 3.5% en
presencia de acetona y el acido (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético, se extrajo varias veces
con acetona. Los extractos de acetona reunidos se concentraron y el sélido obtenido se
recristaliz6 con benceno para dar 10.9 g (0.061 mol) del acido (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil

acético parcialmente resuelto [0]p?° “= -24.01° (c= 1.097 H,0).

. Este se disolvi6 en 23 ml de agua y se hizo reaccionar con 7.3 g (0.061 mol) de (+)-1-

fenil-etil amina calentando a 70°C durante 5 min. La mezcla de reaccién se concentré y el
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sélido obtenido se recristalizd 5 veces con agua, para obtener un precipitado blanco (13.7
g) de la sal de (+)-1-fenil-etil amina del &acido (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético. La sal
obtenida se mezcld con hidroxido de sodio al 40% y benceno. Entonces el extracto
acuoso se lavo con benceno frio, y la solucion se ajustdé a pH 1 con HCI al 37%. El sélido
obtenido se recristaliz6 con benceno para dar 5.06 g (36.9%) del &cido (-)-2-hidroxi-2-etil-
2-fenil acético. pf. 122-123°C, [a]p*° = - 33°C (c= 0.62, H,0).

2.4.5 Preparacion del (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetato de metilo

Una solucién conteniendo 8.13 g (0.044 mol) del acido (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético y
10.8 g (0.339 mol) de metanol absoluto, se saturo con cloruro de hidrogeno y se reflujo
durante 8 horas. Posteriormente la mezcla de reaccién se concentrd, se enfrio y se le
adicionaron 45 mL de agua fria. La solucion se neutralizdé con bicarbonato de sodio sélido
y se extrajo con 4 porciones de 50 mL de éter dietilico cada una. Los extractos etéreos
reunidos se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a
presion reducida, para obtener 5.13 g (63 %) de (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetato de
metilo. p.f. 121-122°C/6 mmHg, [a]p %"= + 24.01° (c= 109.7), do- = 1.098 g/cm?®

2.4.6 Sintesis de (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetato de etilo

Una solucion conteniendo 5 g (0.027 mol) del acido (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acético y
10.8 g (0.339 mol) de metanol absoluto, se saturo con cloruro de hidrogeno y se reflujo
durante 8 horas. Posteriormente la mezcla de reaccién se concentrd, se enfrido y se le
adicionaron 45 mL de agua fria. La solucion se neutralizé con bicarbonato de sodio sélido
y se extrajo con 4 porciones de 50 mL de éter dietilico cada una. Los extractos etéreos
reunidos se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a
presion reducida, para obtener 2.9 g (58 %) de (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetato de metilo.
p.e. 121-122°C/7 mm Hg, [a]p? = - 24° (c= 109.7) d,e- = 1.098 g/cm?®.
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2.4.7 Preparacion de (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida (+)-HEPA

Una mezcla conteniendo 2.7 g (0.014 mol) de (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetato de metilo y
10 mL de NH,OH al 28% se enfri6 a 0°C y se saturé con NH; ). El matraz se tap6 con un
tapdén de hule y se mantuvo a temperatura ambiente durante 7 dias, saturandolo
semanalmente con NHs). La mezcla de reaccion se enfrio, se retir6 el tapon de huley se
extrajo con 4 porciones de 50 mL de éter dietilico. Los extractos etéreos reunidos se
concentraron y se les afladid 10 mL de benceno formandose un precipitado, el cual se
filtrd y el solido formado se recristalizd6 con benceno obteniéndose 1.56 g (53.7 %) de (+)-
HEPA. p.f. 91-92°C [a]p*®“= + 13.7 ° (c= 1.028, acetona).

2.4.8 Sintesis de (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida (-)-HEPA

Una mezcla conteniendo 5 g (0.014 mol) de (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetato de metilo y
10 mL de NH,OH al 28% se enfri6 a 0°C y se satur6 con NHj3 . El matraz se tapé con un
tap6n de hule y se mantuvo a temperatura ambiente durante 7 dias, saturandolos
semanalmente (durante semanas) con NHsg. La mezcla de reaccion se enfrid, se retir6 el
tapon de hule y se extrajé con 4 porciones de 50 mL de éter dietilico cada una. Los
extractos etéreos reunidos se concentraron y se les afiadi6 10 mL de benceno
formandose un precipitado, el cual se filtré y el sélido formado se recristalizé con benceno
obteniéndose 2.66 g (53 %) de (-)-HEPA, p.f. 91-92 °C, [a]p?°“= - 14 ° (c= 1.04, acetona).

2.4.9 Determinacion de la pureza Optica de los enantiémeros del HEPA mediante

cromatografia liguida de alta resolucién con fase estacionaria quiral.

Para determinar la pureza de los enantibmeros del HEPA por cromatografia de liquidos de
alta resolucion, se utilizé una columna analitica CHIRACEL OJ (10 ym, 4.6 x 250 mm) con
una fase estacionaria de silice unido a un éster de celulosa tris-(4-metilbenzoato) como
agente quiral. Como fase movil se utilizé una mezcla de hexano:2-propanol (85:15) con un

flujo de 0.9 mL/min y una longitud de onda de deteccion de 221 nm.

Para separar la mezcla de enantiomeros presentes en el DL-HEPA, se inyectaron a la
columna quiral 20 pl disueltos en una mezcla de hexano: 2-propanol (85:15) a una
concentracion de 500 ng/mL. Se inyecté también por separado cada uno de los

enantiomeros y se determinaron los tiempos de retencién de cada uno.
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2.5 Actividad biologica

Ratones albino macho de la cepa Swiss-Webster de 20 a 30 g de peso se dividieron en
grupos de 10 y se mantuvieron a temperatura ambiente con agua y comida ad libitum con
ciclos de luz oscuridad de 12 h. Los compuestos, DL-4’-CF;-HEPP y DL-4’-CF;-HEPB se
disolvieron en una solucién de polietilénglicol-400 al 30 %, mientras que sus homélogos
DL-HEPA, (-)-HEPA DL-HEPP se disolvieron en una solucion de polietilenglicol al 10 % y
el pentilentetrazol se disuelvié en agua. El fenobarbital, se diluyé con una solucién de

NaOH 0.01 N. Todos los compuestos se administraron por via intraperitoneal (i.p.).

2.5.1 Modelo de pentiléntetrazol (PTZ)

El PTZ que se emple6 como agente convulsionante, se inyecté a una dosis de 80 mg/kg
de peso, la cual produce convulsiones y muerte en el 100 % de los ratones.

Los compuestos anticonvulsionantes se administraron via i.p, a diferentes dosis, 30
minutos antes de la administracién del PTZ (80 mg/kg). Se incluy6 el fenobarbital como
control positivo, el cual se administré via i.p. a diferentes dosis, y 60 minutos después se
administro el PTZ.

2.5.2 Determinacion de las dosis efectivas 50 (DEso)

Los compuestos a estudiar se administraron a diferentes dosis media hora antes de la
inyeccion del PTZ. La supresion de las convulsiones y de la muerte se consideré como
punto final en la evaluacion. Las DEs, de los compuestos y los intervalos de confianza al
95 % se determinaron por el método de Litchfield y Wilcoxon, usando un analisis probit
con una t de student al 95 % para calcular los intervalos de confianza (Litchfield y
Wilcoxon, 1949).
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2.5.3 Determinacion de las DEsy por el método de electrochoque maximo (ECM)

Los compuestos anticonvulsionantes se administraron via i.p. 30 minutos antes de la
induccién de las convulsiones. Para las cuales se emple6 el equipo generador de pulsos
rectangulares ECT-unit 7801 de Ugo Basile, provisto de electrodos auriculares cubiertos
de un gel de conductividad. Los electrodos se colocaron en las orejas de los ratones a los
cuales se les aplicé una corriente de 100 Hz, 20 mA, por 0.2 segundos con una amplitud
de pulso de 0.5 segundos. Se incluyé el fenobarbital como control positivo el cual se
administré6 via i.p. a diferentes dosis, 45 minutos antes de la induccion de las
convulsiones. Se tomo como ratdn no protegido aquel que presentd una extension de los
miembros posteriores en 180° con respecto al cuerpo, con una duracion mayor a 3

segundos, correspondiendo ésta a la convulsion ténica generalizada.

Las DEsy de cada uno de los compuestos y los intervalos de confianza al 95 % se
calcularon por el método de Litchfield y Wilcoxon usando un analisis probit, con una t de
student del 95% para calcular los intervalos de confianza (Litchfield y Wilcoxon, 1949).

2.5.4 Determinacién de la dosis téxica 50 (DTsg) del (x)-HEPP, y del (+)-4’-CFs-HEPP

en el rodillo giratorio o “rotarod”

Los ratones utilizados, se entrenaron por 5 dias en un rotarod marca Rotamex provisto de
un rodillo de 29.4 mm de didmetro girando a 120 rpm durante 120 segundos. Los ratones
entrenados se dividieron en grupos de 8 y se evalu6 el grado de ataxia inducido por los
compuestos. Se consider6 como ratén ataxico aquel que no permanecié los 120
segundos en el rodillo. Se incluyé al fenobarbital como control positivo. Se evalu6 el grado

de ataxia a la media hora de la administracion de los compuestos.

La DTso de los compuestos y los intervalos de confianza al 95% se calcularon por el
método de Litchfield y Wilcoxon usando un andlisis probit, con una t de student del 95%

para calcular los intervalos de confianza (Litchfield y Wilcoxon, 1949).
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2.5.5 Modulacion de la actividad anticonvulsionante del fenobarbital por el DL-
HEPP

Se determinaron las DEs, tanto del fenobarbital sélo, como en presencia del DL-HEPP.
Los ratones utilizados se separaron en grupos de 10 y se les administr6 fenobarbital a
dosis de 3,5, 8, 10 y 15 (mg/kg), 45 minutos antes de la inyeccion del PTZ (80 mg/kg). A
otro grupo de ratones a los que previamente se les administré el fenobarbital, 45 min
antes de la inyeccion de PTZ, se les administro el DL-HEPP ya sea a una dosis de 15
mg/kg o de 30 mg/kg de peso, treinta minutos antes de la inyeccion del PTZ. La supresion
de las convulsiones y de la muerte se consider6 como el punto final de la prueba. Las
DEs, del fenobarbital s6lo y en presencia del DL-HEPP, y los intervalos de confianza al
95 % se calcularon por el método de Litchield y Wilcoxon usando un andlisis probit con
una t de student al 95 % de intervalos de confianza (Litchfield y Wilcoxon, 1949).
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3.0 RESULTADOS
3.1 Caracterizacion del DL-4’-CF;-HEPB

3.1.1 Espectro de IR del intermediario DL-5-etil-5-(4"-trifluorometilfenil) butirolactona

La figura 11 muestra el espectro de infrarrojo de la DL-5-etil-5-(4’-trifluorometilfenil)
butirolactona (compuesto intermediario en la sintesis del DL-4’-CF;-HEPB). Se observo el

pico de absorcion que corresponde a la presencia del grupo carbonilo en 1775 cm™

(nimero de onda 1750 a 1600 cm™). El enlace carbono-flior del grupo trifluorometilo (-

CF3) se ubicé en 1323 cm™.
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Figura 11. Espectro de IR de la DL-5-etil-5-(4"-trifluorometilfenil) butirolactona
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3.1.2 Espectro de IR del DL-4’-CF;-HEPB

En la figura 12 se observa el espectro de IR correspondiente al DL-4’-CF;-HEPB. Se tiene
la sefial correspondiente al grupo hidroxilo en 3383 cm™ (nimero de onda 3300 cm™); el
grupo amino de la amida (-NH,) aparecié en 3190 cm™ (nimero de onda 3100 cm™); y el
grupo carbonilo de la butiramida (-C=0) se observé en 1681 cm™ (nimero de onda 1600-

1700 cm™). El enlace carbono-fltor del grupo trifluorometilo (-CF3) se ubicé en 1325 cm™.

"l GE N oo { | ‘
r -OH -NH, Huj;% i \ l |
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Figura 12. Espectro de IR del DL-4-hidroxi-4-etil-4-(4’-trifluorometilfenil) butiramida
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3.2 Caracterizacion del DL-4’-CF;-HEPP

3.2.1 Espectro de IR del DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil) propionato de
etilo

El espectro de infrarrojo del hidroxiéster intermediario de la sintesis del DL-4’-CFs-HEPP
(Figura 13) mostré una sefial correspondiente al grupo hidroxilo en 3494 cm™, el grupo
carbonilo del éster apareci6 en 1712 cm™. El enlace carbono-flior del grupo trifluorometilo

(-CF5) presentd una sefial en 1327 cm™(Figura 13).
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Figura 13. Espectro de IR del DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil) propionato de etilo
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3.2.2 Espectro de IR del DL-4’- CF;-HEPP

El espectro de infrarrojo del DL-4'- CFs-HEPP (Figura 14) present6 una sefial a 3380 cm™
correspondiente al grupo hidroxilo (-OH). El grupo amino de la amida, aparecié en 3177
cm™. El grupo carbonilo de la butiramida se observé en 1669 cm™ y el enlace carbono-

fldor del grupo trifluorometilo presenté una sefial en 1327 cm™.
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Figura 14. Espectro de IR del DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-Trifluorometilfenil) propionamida
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3.2.3 Espectro de RMN-H'del DL-4’- CF;-HEPP

El espectro de resonancia magnética nuclear de proton para el compuesto DL-4’- CFs-

HEPP (Figural5), mostro los siguientes desplazamientos quimicos en partes por millon

(ppm).

Los hidrégenos del grupo metilo Cs se presentaron en 0.74 ppm (t, 3H, -CHs); los

hidrégenos del metileno C, aparecieron entre 1.78 y 1.8 ppm (m, 2H, -CH,-); para el caso

del grupo metileno C, los hidrégenos se presentaron entre 2.8 - 2.83 ppm (d,d, 2H, -CH,-).

El hidrogeno del grupo hidroxilo aparecié en 5.94 ppm (s, 1H, -OH); en el caso de los

hidrégenos de la amina de la propionamida, se presentaron a 6.4 y 7.28 ppm (sa, 2H, -

CONHa-). En el anillo aromatico los hidrogenos del C, 356 aparecieron en el intervalo

7.53y 7.65 ppm (m, 4H, -CH=). Tipos de sefales:

s = sefal simple

m = sefial mdltiple

d = sefial doble t = sefial triple

sa = sefal ancha

Figura 15. Espectro de RMN-H del DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil) propionamida
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3.2.4 Espectro de RMN-"°C del DL-4’- CF;-HEPP

El espectro de resonancia magnética nuclear de **C para el compuesto DL-4- CF;-HEPP
(Figura 16), mostré los siguientes desplazamientos quimicos (o) en partes por millén

(ppm).

La sefial para el Cs se present6 en 6.85 ppm, el C, di6é una sefial en 35.03 ppm, mientras
gue el C, presentd la sefal en 44.06 ppm y el C; aparecié en 74.43 ppm. Para el caso del
C, de la propionamida se presenté en 173.93 ppm y el carbono correspondiente al grupo
CF; dio una sefial en 127.5 ppm (J°c..= 272 Hz). En tanto los Cs y Cs del anillo fenilico
aparecieron a 123.87 ppm, los C» y Cg se presentaron a 125.17 ppm, el C4 mostré una
sefial en 127.4 ppm (J%c.= 32 Hz). Y el C; apareci6 en 149.6 ppm.

Disolvente

1 Disolvente

L»-Mmmw

160 140 1Z0 i00 an 60 a0 20 ppm

Figura 16. Espectro de RMN-"3C del DL-3-hidroxi-3-etil-3-(4’-trifluorometilfenil) propionamida
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La asignacion de los carbonos correspondientes al anillo fenilo es posible realizando una

amplificacion entre las 120 ppm y las 128 ppm del espectro de RMN-*C del DL-4"-CF;-

HEPP. La figura 17 muestra dicha amplificacion asi como la asignacién de cada carbono.
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Figura 17. Amplificacién correspondiente a 120-128 ppm del espectro de RMN-"*C del DL-4’-CF-

HEPP
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3.3 Caracterizacion del DL-HEPA
3.3.1 Espectro de IR del DL-HEPA

La figura 18 muestra el espectro de infrarrojo del DL-HEPA el cual present6 una sefial a
3369 cm™ correspondiente al grupo hidroxilo (-OH). El grupo amino de la amida, present6

una sefial a 3191 cm™. El grupo carbonilo de la butiramida se observé en 1662 cm™.
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Figura 18. Espectro IR del DL-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida.
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3.3.2 Determinacién de la pureza Optica de los enantiomeros del HEPA

En la figura 19 se muestra la resolucion de la mezcla racémica del DL-HEPA por HPLC.
En el cromatograma superior se observa la mezcla racémica del (x)-HEPA que presento
dos tiempos de retencién: 11.06 y 19.93 min. En el cromatograma intermedio se muestra
el (+)-HEPA gue present6 un tiempo de retencién a los 19.23 min y el cromatograma de la

parte inferior corresponde al (-)-HEPA con un tiempo de retencién de 11.00 min.
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Figura 19. Determinacion de la pureza Optica de los enantidmeros del DL-HEPA por HPLC. En A)
se muestra el DL-HEPA, que presentd tiempos de retencion de 11.06 y 19.93 min. En B) se
muestra el (+)-HEPA con un tiempo de retencién de 19.23 min y en C) se muestra el (-)-HEPA,

tiempo de retencion de 11.00 min.
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3.3.3 Espectro de RMN-H'del DL-HEPA

El espectro de resonancia magnética nuclear de protén para el compuesto DL-HEPA,

mostrd los siguientes desplazamientos quimicos en partes por millon (ppm).

Los hidrogenos del grupo metilo C, se presentaron en 0.9 ppm (t, 3H, -CHy); los
hidrégenos del metileno C; aparecieron entre 1.8 y 2.2 ppm (m, 2H, -CH,-). El hidrégeno
del grupo hidroxilo se present6 en 5.4 ppm (s, 1H, -OH). En el caso de los hidrégenos de
la amina del grupo amida, se presentaron entre 6.8 y 7.0 ppm (bs, 2H, -CONH,-). En el
anillo aromatico los hidrogenos del C, ¢ aparecieron a 7.6 ppm (d, 4H, -CH=), los
hidrégenos del C3 5 se asignaron en 7.3 ppm (d, 4H, -CH=) y el protén de C, aparecio en
7.2 ppm (d, 4H, -CH=) Tipos de sefales:

s = sefal simple d = sefial doble t = sefial triple

m = sefial multiple bs = banda ancha
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2'y6°

3y5’

Figura 20. Espectro de RMN-'H del DL-HEPA
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3.3.4 Espectro de RMN-'*C del DL-HEPA

El espectro de resonancia magnética nuclear de **C para el compuesto DL-HEPA, mostrd

los siguientes desplazamientos quimicos (o) en partes por millon (ppm).

La sefial para el C, se presentd en 7 ppm, el C; dié una sefial en 30.5 ppm, mientras que
el C, present6 la sefial en 78 ppm. Para el caso del C; de la amida se asign6 en 175.93
ppm. El C, presentd una sefial en 142 ppm. En tanto los C3 y Cs aparecieron a 125 ppm

y los C, y Cg se presentaron a 127 ppm. Por ultimo el C,4 se encuentra en 126 ppm.

2y6

3ys

Figura 21. Espectro de RMN-"*C del DL-HEPA
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3.3.5 Espectro de IR del (+)-HEPA

La figura 22 muestra el espectro de infrarrojo del (+)-HEPA el cual presentd una sefial a

3472 cm™ correspondiente al grupo hidroxilo (-OH). El grupo amino de la amida, present6

una sefial a 3293 cm™. El grupo carbonilo de la butiramida se observé en 1666 cm™.
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Figura 22. Espectro IR del (+)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida.
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3.3.6 Espectro de RMN-H'del (+)-HEPA

Los hidrogenos del grupo metilo C, se presentaron en 0.9 ppm (t, 3H, -CHj3); los
hidrégenos del metileno C; aparecieron entre 1.9 y 2.3 ppm (m, 2H, -CH,-). El hidrégeno
del grupo hidroxilo se present6 en 5.5 ppm (s, 1H, -OH). En el caso de los hidrégenos de
la amina del grupo amida, se presentaron entre 6.8 y 7.1 ppm (bs, 2H, -CONH,-). En el
anillo aromatico los hidrogenos del C,¢ aparecieron a 8.0 ppm (d, 4H, -CH=), los
hidrégenos del Cz s se asignaron en 7.1 ppm (d, 4H, -CH=) y el protén de C, aparecio en
7.2 ppm (d, 4H, -CH=).
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Figura 23. Espectro de RMN-H del (+)-HEPA
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3.3.7 Espectro de RMN-'*C del (+)-HEPA

El espectro de resonancia magnética nuclear de **C para el compuesto (+)-HEPA, mostrd

los siguientes desplazamientos quimicos (o) en partes por milléon (ppm).

La sefial para el C, se present6 en 6.8 ppm, el C; dié una sefial en 30.5 ppm, mientras
que el C, presentd la sefial en 76.6 ppm. Para el caso del C; de la amida se asigno en
175.8 ppm. El C4 presentd una sefial en 142.7 ppm. En tanto los Cs y Cs aparecieron a
124.4 ppmy los Cy y Cq se presentaron a 126.4 ppm. Por dltimo el C, se encuentra en
125.6 ppm.
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Figura 24. Espectro de RMN-"*C del (+)-HEPA
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3.3.8 Correlacion heteronuclear a un solo enlace (HSQC) del (+)-HEPA
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Figura 25. Estudio HSQC del (+)-HEPA. A) HSQC que muestra la correlacion a un enlace entre los
atomos de 'Hy 3¢, para el (+)-HEPA; B) HSQC correspondiente a la regidn aromatica de (+)-
HEPA.
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3.3.9 Espectro de IR del (-)-HEPA

La figura 26 muestra el espectro de infrarrojo del (+)-HEPA el cual presentd una sefial a
3472 cm™ correspondiente al grupo hidroxilo (-OH). El grupo amino de la amida, present6

una sefial a 3293 cm™. El grupo carbonilo de la butiramida se observé en 1666 cm™.
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Figura 26. Espectro IR del (-)-2-hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida.
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3.3.10 Espectro de RMN-H'del (-)-HEPA

Los hidrégenos del grupo metilo C, se presentaron en 0.87 ppm (t, 3H, -CHs); los
hidrégenos del metileno C; aparecieron entre 1.9 y 2.2 ppm (m, 2H, -CH,-). El hidrégeno
del grupo hidroxilo se presentd en 5.5 ppm (s, 1H, -OH). En el caso de los hidrégenos de
la amina del grupo amida, se presentaron entre 7.0 y 7.1 ppm (bs, 2H, -CONH,-). En el
anillo aromatico los hidrogenos del C, ¢ aparecieron a 7.6 ppm (d, 4H, -CH=), los
hidrégenos del C3 5 se asignaron en 7.3 ppm (d, 4H, -CH=) y el protén de C, aparecio en
7.2 ppm (d, 4H, -CH=).

2ye”  3¥S
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Figura 27. Espectro de RMN-'H del (-)-HEPA
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3.3.11 Espectro de RMN-**C del (-)-HEPA

El espectro de resonancia magnética nuclear de **C para el compuesto (+)-HEPA, mostrd

los siguientes desplazamientos quimicos (o) en partes por milléon (ppm).

La sefal para el C, se present6 en 6.4 ppm, el C; di6é una sefial en 30.0 ppm, mientras
qgue el C, presenté la sefial en 76.6 ppm. Para el caso del C; de la amida se asigno en
175.0 ppm. El C4 presentd una sefial en 142.45 ppm. En tanto los C3 y Cs aparecieron a
123.9 ppm y los C» y Cg se presentaron a 125.8 ppm. Por ultimo el C4 se encuentra en

125 ppm.
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Figura 28. Espectro de RMN-"*C del (-)-HEPA
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3.4 Determinacion preliminar de la actividad anticonvulsionante del DL-4’-CFs-HEPB
y del DL-4’-CF3-HEPP contra las convulsiones y muerte provocados por el PTZ

Se realizé la determinacion preliminar de la actividad anticonvulsionante de los
compuestos DL-4-CFs-HEPB y DL-4-CF;-HEPP administrados via i.p., contra las
convulsiones y muerte provocadas por el PTZ 180 mg/Kg via i.p. obteniéndose los
resultados mostrados la tabla 2.

Tabla 2. Actividad anticonvulsionante del DL-4’-CF3;-HEPB y del DL-4’-CFs-HEPP

Compuesto Dosis (mg/kg) % Proteccion
DL-4'-CF;-HEPB 15 80
DL-4'-CF;-HEPP 15 50

DL-HEPB 15 0
DL-HEPP 15 0

Fenobarbital 15 83

Pentiléntetrazol 100 0

3.5 Modulacién de la actividad anticonvulsionante del fenobarbital por el DL-HEPP

contra las convulsiones y muerte provocadas por el PTZ

3.5.1 DEg, del fenobarbital

Se determing inicialmente la dosis efectiva 50 del fenobarbital. Los resultados se aprecian

en la tabla 3.
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Tabla 3. Actvidad anticonvulsionante del fenobarbital en el modelo.

Dosis _ %
Logy, dosis »
(mg/kg) Proteccion
3 0.4771 10
5 0.6989 15
8 0.903 50
10 1 76.6
15 1.176 83.3

DEsg de 7.60
intervalos de confianza al 95 % : p(6.3118< 7.68 <9.4046)

Probit

3.7184

3.9636

5.0000

5.7225

5.9542

mg/kg

con

3.5.2 Actividad anticonvulsionante del fenobarbital en presencia del DL-HEPP (15

mg/kg) en el modelo de PTZ

Tabla 4. Actividad anticonvulsionante del fenobarbital (FB) en presencia del DL-HEPP (15 mg/kg)

en el modelo del PTZ.
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Dosis FB % Proteccion en
(mg/kg) presencia de FB +
DL-HEPP (15 mg/kg)

0 0

3 40
5 90
8 80

DEs, = 2.85 mg/kg
[Cos0: P(0.2402<2.85<3.72) = 95%

3.5.3 Actividad anticonvulsionante del fenobarbital en presencia del DL-HEPP (30

mg/kg) en el modelo de PTZ

Tabla 5. Actividad anticonvulsionante del fenobarbital en presencia de DL-HEPP (30 mg/kg) en el
modelo PTZ.

Dosis FB (mg/kg) % Proteccion en presencia de FB +
DL-HEPP (30 mg/kg)

0 0
1 40
3 80
5 80
DEs, = 1.27 8 920 mg/kg

|C95%:
0(0.6894<1.27<2.3565) = 95%

3.5.4 Comparacion de las DEg, del fenobarbital s6lo y en presencia del DL-HEPP en
el modelo PTZ

Tabla 6. Comparacion de las DEg, del fenobarbital s6lo y en presencia del DL-HEPP (15 y 30
ma/kg).
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Como se puede

Compuesto
FB

FB +DL-HEPP (15
mg/kg)

FB +DL-HEPP (30
mg/kg)

DEso(mg/kg)
7.60

2.85

1.27

observar en los

resultados anteriores se nota como disminuye la DEsy del fenobarbital y en presencia del

DL-HEPP a diferentes dosis (15 y 30 mg/kg).

3.6 Determinaciéon de las DEg, del fenobarbital (FB), del
HEPP, del DL-HEPA y del (-)-HEPA en el modelo del electrochoque méaximo

DL-HEPP, del DL-4’-CF;-

Se determinaron las DEs, de los compuestos: fenobarbital, de (-)-HEPA en el modelo de

electrochogue maximo. Los resultados obtenidos se presentan en las tablas 7, 8, 9, 10 y
en las figuras 29, 30, 31, 32y 33.

3.6.1 DEso del FB en el modelo del electrochoque méaximo

Dosis (mg/kg) Log Dosis % Proteccion
14.5 1.1613 12.5 3.8493
16.5 1.2174 375 4.6813
20 1.301 50 5
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Tabla 7. 225 1.3521 75 5.6745

Actividad anticonvulsionante del FB en el modelo del electrochoque maximo

DEsq: 19 mg/kg de peso

[Cos0e: P(20.8522<19<17.4842) 95 %

Ha—

Probit
w

O T T T T 1
1.15 1.2 1.25 13 1.35 14

log Dosis (mg/kg)

Figura 29. Curva dosis-respuesta del fenobarbital

3.6.2 DEsp del DL-HEPP en el modelo del electrochoque maximo

Tabla 8. Actividad anticonvulsionante del DL-HEPP en el modelo del electrochoque méaximo



Dosis (mg/kg) Log Dosis % Proteccion Probit

130 2.1139 37.5 4.6813
140 2.1461 50 5

150 2.176 68.75 5.4959
180 2.2552 75 5.6945

DEso: 138 mg/kg de peso

[Cos0: P(124.4480<138<154.5297)) 95%

e

Probit

0 T T T T T T T T 1
2.1 212 214 216 218 2.2 222 224 226 228

log Dosis (mg/kg)

Figura 30. Curva dosis-respuesta del DL-HEPP

3.6.3 DEso del DL-4’-CF3-HEPP en el modelo del electrochoque méaximo

Tabla 9. Actividad anticonvulsionante del DL-4-CF;-HEPP en el modelo del electrochoque

maximo.
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Dosis (mg/kg) Log Dosis % Proteccion

50 1.6989 28.5 4.435
60 1.7781 62.5 5.32
70 1.8450 75 6.04
80 1.9030 87.5 6.155

DEsq: 53 mg/kg de peso

ICos0: P(50.11<53<57.04) 95%

6 4
5 _
2 4 -
]
o
a 3 -
2 -
1 -
0 T T T T T 1
1.65 1.7 1.75 1.8 1.85 1.9 1.95

log Dosis (mg/kg)

Figura 31. Curva dosis-respuesta del DL-4’-CF3-HEPP

3.6.4 DEsp del DL-HEPA en el modelo del electrochoque méaximo

Dosis Log Dosis ‘ % Proteccion Probit
100 2 37.5 4.6813
110 2.0413 50 5
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120

2.0791

62.5

5.3187

130

2.1139

75

5.6745

Tabla 10. Actividad anticonvulsionante del DL-HEPA en el modelo del electrochoque maximo.

DEsq: 109.5 mg/kg de peso

ICos06: P(109.4370<109.5<115.5997) 95%

Probit

S

2.02 2.04 2.06

log Dosis (mg/kg)

Figura 32. Curva dosis-respuesta del DL-HEPA

2.08 2.1 2.12

3.6.5 DEsp del (-)-HEPA en el modelo del electrochoque méaximo

Dosis Log Dosis ‘ % Proteccion Probit
100 2 12.5 3.8493
110 2.0413 325 4.6313
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120

2.0791

42.5

4.81

Tabla 11. Actividad anticonvulsionante del (-)-HEPA en el modelo del electrochoque maximo.

DEsq: 125 mg/kg de peso

ICos0s: P(122<125<130) 95%

Probit

1.98

2 2.02 2.04

log Dosis (mg/kg)

Figura 33. Curva dosis-respuesta del (-)-HEPA

2.06 2.08 2.1

3.6.6 Comparacion de las DEs, del fenobarbital, del DL-HEPP y del DL-4’-CF;-HEPP
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180 -
160 -
140 -

—

120 -
100 -
80 -

DE 50 mg/kg peso

—

60 -
40 -

DL-4'-CF3-HEPP DL-HEPP Fenobarbital

Figura 34. Comparacion de las DEx entre el fenobarbital y las fenil alcohol amidas.

3.7 Determinacién de la actividad neurotéxica de los compuestos: fenobarbital, DL-

HEPP y DL-4’-CFs;-HEPP, mediante la técnica del rodillo giratorio o rotarod

3.7.1 Neurotoxicidad del fenobarbital

Tabla 12. Neurotoxicidad del fenobarbital en el modelo del rodilllo giratorio o rotarod.

Dosis (mg/kg) Log Dosis % ratones ataxicos Probit
60 1.7781 37.5 4.68
70 1.845 50 5
75 1.875 62.5 5.32
80 1.903 85.71 6.08

DT50:
mg/kg de peso

[Cgs9: P(60.1611<66.6479<73.8046) 95 %
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Probit

0 T T T T T T T 1
1.76 1.78 1.8 1.82 1.84 1.86 1.88 1.9 1.92

log Dosis (mg/kg)

Figura 35. Curva dosis-respuesta del fenobarbital en el modelo del rodillo giratorio.

3.7.2 Neurotoxicidad del DL-HEPP

Tabla 13. Neurotoxicidad del DL-HEPP en el modelo del rodilllo giratorio o rotarod.

DOSIS (mg/kg) Log Dosis % ratones ataxicos Probit
200 2.301 25 4.33
210 2.3222 37.5 4.68
220 2.3424 50 5
230 2.3617 62.5 5.32

DT50:
mg/kg de peso

ICos0: P(208.7757<212<215.6353) 95 %

212
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Probit
w

0 T T T T T T T

2.29 23 2.31 2.32 2.33 2.34 2.35 2.36

log Dosis (mg/kg)

Figura 36. Curva dosis-respuesta del DL-HEPP en el modelo del rodillo giratorio.

3.7.3 Neurotoxicidad de DL--4’-CF3;-HEPP

Tabla 14. Neurotoxicidad del DL-4’-CF3;-HEPP en el modelo del rodillo giratorio

Dosis Log Dosis % ratones Probit
(mg/kg) ataxicos
60 1.7781 37.5 4.68
70 1.8450 50 5
80 1.9030 62.5 5.32

2.37
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90 1.9542 75 5.67

DTso: 69 mg/kg de peso

[Cos0s: P(67.6937<69<70.7388) 95 %

Probit
w

O T T T T 1
1.75 1.8 1.85 1.9 1.95 2

log Dosis (mg/kg)

Figura 37. Curva dosis-respuesta del DL-4"-CF3;-HEPP en el modelo del rodillo giratorio.

3.7.4 Comparacién entre la neurotoxicidad del fenobarbital y la serie de fenil alcohol

amidas.
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250 ~

200 -

150 -

100 -

DT, (mg/kg peso)

50 A

DL-4’-CF3-HEPP DL-HEPP Fenobarbital

Figura 38. Comparacion entre las DTsq del fenobarbital y la serie de fenil alcohol amidas.

4.0 DISCUSION

4.1Sintesis del DL-4’-CF;-HEPB
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La sintesis del compuesto DL-4’-CFs-HEPB se realizO mediante una condensacion de
Stobbe seguida de la formacion de una lactona y posteriormente una amoniolisis. Para
obtener evidencias de la estructura propuesta se realizo el andlisis por espectrofotometria
infrarroja (IR) encontrdndose los grupos funcionales esperados para la butirolactona y la
hidroxiamida correspondiente como se observa en las figuras 11 y 12. Para la
butirolactona (Figura 11) los picos de absorcion correspondientes al grupo —CF; y —COO
se ubicaron en 1323 y 1775 cm™, respectivamente. Mientras que el grupo carbonilo de la
valerolactona aparece en 1735cm™ el de las butirolactnoas se presenta en 1770 cm™
(Pretsch. et al 1998), lo cual corresponde a lo obtenido. Por otra parte para el DL-4’-CF;-
HEPB los picos de absorcion para los grupos —OH, -NH,, -CONH, y CF; aparecieron en
3383, 3190, 1681 y 1325 cm™ respectivamente lo cual concuerda con lo esperado (Figura
12). Los picos observados para los grupos funcionales del DL -4-CF;-HEPB

corresponden a lo esperado y publicado en la literatura (Pretsch. E. et al 1998).

4.2Sintesis y caracterizacion del DL-4’-CF;-HEPP

Mediante la reaccién de Reformatsky en la que un éster a-bromado se traté con zinc
metalico, en presencia de una cetona, se obtuvo un B-hidroxi-éster. Posteriormente el cual
mediante una reaccién de amoniolisis generd la fenil alcohol amida correspondiente. La
estructura del DL-4’-CFs-HEPP y del hidroxiéster intermediario se estudid mediante
espectrofotometria de IR y por RMN-'H y *3C, lo que mostré que el hidroxiéster se realizd

de manera exitosa.

Mediante el espectro de IR (Figura 13) se obtuvieron para el hidroxiéster intermediario en
la sintesis del DL-4-CF5-HEPP los picos de absorcion a: 3494, 1712, 1322 cm™ para los
grupos funcionales —OH, -C=0 y CF; respectivamente lo cual corresponde con lo
esperado (Pretsch. E. et al 1998). La formacion de la amida DL-4’-CF;-HEPP se confirmé
por la presencia de: grupo carbonilo de la amida a 1669 cm™, el grupo amino de la amida
a 3177 cm™, el grupo hidroxilo presenté una sefial a 3380 cm™ y por ultimo una sefal a
1327 cm™ correspondiente al grupo CF; (Figura 14) Lo anterior corresponde a lo publicado

para los grupos funcionales encontrados (Pretsch. E. et al 1998).

En las figuras 13 y 14 puede observarse el desplazamiento del grupo carbonilo desde
1712 cm™ en el hidroxiéster hasta 1669 cm™ en la amida DL-4’-CF;-HEPP.
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Como otro punto para la caracterizacion del DL-4’-CF5;-HEPP se realizé la RMN *H y *C.
Los desplazamientos quimicos obtenidos proporcionan informacién acerca del ambiente
quimico de los hidrégenos y de los carbonos en la muestra. En el espectro de resonancia
magneética nuclear de protones puede integrarse electronicamente el area bajo cada pico
de absorcion, lo que permite determinar el niumero relativo de hidrégenos de cada pico.

En el espectro de RMN-'H del DL-4’-CF5;-HEPP (Figura 15) se observa la presencia de los
protones correspondientes al grupo metilo Cs en 0.74 ppm (t, 3H, -CHz); los hidrogenos
del metileno C, aparecieron entre 1.78 y 1.8 ppm (m, 2H, -CH,-); estos protones se
encuentran cercanos al anillo fenilo y pueden desplazarse a un campo mas alto que los
protones del metileno C, que presentaron un desplazamiento entre 2.8 y 2.83 ppm (d,d,
2H, -CHy-). En este Ultimo grupo metileno sus protones se encuentran mas desprotegidos
debido a que estan adyacentes al grupo amida. El hidrogeno del grupo hidroxilo presento
un desplazamiento en 5.94 ppm (s, 1H, -OH). En el caso de los hidrégenos del grupo
amino de la amida los protones no fueron equivalentes y se presentaron entre 6.4 y 7.28
ppm (bs, 2H, -CONH.-), lo cual sugiere la probable presencia de un enlace por puente de
hidrogeno entre el oxigeno del grupo hidroxilo y los protones del grupo amida. Los
protones del anillo aromatico aparecieron en el intervalo 7.53 y 7.65 ppm (m, 4H, -CH=).
Cabe mencionar que la presencia del grupo trifluorometilo en el carbono 4’ contribuy6 al

desplazamiento a un campo mas bajo de los protones aromaticos (Figura 15).

En lo que respecta al espectro de RMN **C del DL-4’-CF5-HEPP (Figura 16), se observo
la sefial para el Cs en 6.85 ppm, el C, di6 una sefal en 35.03 ppm, mientras que el C,
presentd la sefial en 44.06 ppm. Los desplazamientos de los carbonos de los grupos
metileno en C, y C, estos pueden verse afectados por su cercania al carbono quiral
dando un desplazamiento a campo alto, debido a su mayor densidad electrénica. El Cs
correspondiente al carbono quiral aparecié en 74.43 ppm. El carbono C; del grupo amida
aparecié en 173.93 ppm, lo cual concuerda con lo publicado en la literatura (Pretsch. E. et
al 1998). La presencia del grupo trifluorometilo afecté el desplazamiento quimico de los
carbonos arométicos. El carbono correspondiente al grupo CF; presenté una sefial en
123.5 ppm. En tanto los C3 y Cs aparecieron a 123.87 ppm y los carbonos los C» y Cg se
presentaron a 125.17 ppm, y por ultimo el C4 se mostro en 127.4 ppm. En la (Figura 17)
se observa la amplificacion de la regiéon 120-130 ppm del espectro de RMN-"*C del DL-4’-
CF3-HEPP donde puede apreciarse el acoplamiento del grupo CF3 con el carbono 4’ del

anillo aromético con una J°c..= 32 Hz. También se observa el acoplamiento C-F con una
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J'cr = 272 Hz, lo que apoya la presencia del grupo trifluorometilo en la posicién 4’ del
anillo fenilo. Los valores de las constantes de acoplamiento J'cr y J%c.r obtenidos son
muy similares a los publicados en la literatura (Pretsch. E. et al 1998).

4.3 Sintesis y caracterizacion del DL-HEPA y de sus enantiomeros

Para el DL-HEPA el pico correspondiente al grupo carboxilo de la amida aparecid en
1658 cm™, el grupo amino de la amida se encontro en 3186 cm™, y el grupo hidroxilo esta
en 3371 cm™ (Figura 18) Lo anterior corresponde a lo publicado en la literatura para los
grupos funcionales mencionados (Pretsch. E. et al 1998). Los espectros IR obtenidos
para los enantiomeros del HEPA fueron similares. El grupo carboxilo de la amida se
presento en 1663 cm™, el grupo amino de la amida a 3293 cm™. Sin embargo los
espectros IR de los enantidmeros de DL-HEPA fueron un poco diferentes al del racemato.
Lo anterior se asocia a los diferentes empaguetamientos cristalinos que se encuentran en
los enantibmeros y en el racemato que conduce a diferencias en las interacciones

intermoleculares (Négradi, 1981).

Los espectros de RMN-'H para el DL-HEPA y sus enantiomeros fueron similares, ya que
estos se realizaron en solucion donde se reducen las interacciones intermoleculares. Los
protones del grupo amida no son equivalentes, presentando desplazamientos de 6.8 y de
7 ppm. Lo anterior sugeriria un probable enlace por puente de hidrégeno entre el oxigeno
del grupo hidroxilo y el hidrégeno del nitrégeno de la amida. Los desplazamientos de los
protones unidos a los carbonos 2, 3, 4 y el anillo aromético concuerdan con lo publicado

en la literatura (Pretsch. et al 1998). Y apoyan la estructura propuesta.

Los espectros de RMN-*C para el DL-HEPA y sus enantiémeros fueron similares,
apareciendo el carbono de la amida en 175 ppm. El C, del centro quiral a 77 ppm. Los
desplazamientos quimicos obtenidos para los carbonos 3, 4 y aromaticos corresponden a

lo publicado (Pretsch. et al 1998). Lo cual apoya la estructura propuesta.

4.4 Andlisis de la pureza 6ptica de los enantiomeros del HEPA
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Para la formacion de las sales diastomericas se utilizaron los compuestos (-)quinina y (+)-
1-fenil-etil-amina, estos se hicieron reaccionar con los enantibmeros correspondientes al
acido del DL-HEPA. Las rotaciones especificas de los &cidos dextrorrotatorios y los
levorrotatorios fueron similares, lo que indicd que se logré la resolucién de la mezcla
racémica de &cidos. Posteriormente los &cidos épticamente activos se transformaron en
los ésteres metilicos correspondientes y éstos se trataron con hidréxido de amonio para
formar las amidas 6pticamente activas (+)-HEPA y (-)-HEPA. Estas también presentaron

rotaciones especificas similares.

La pureza Optica tanto del (+)-HEPA como del (-)-HEPA se determiné mediante
cromatografia liquida de alta resolucion con fase estacionaria quiral. En este tipo de
cromatografia se utiliza una fase estacionaria quiral unida a la columna, la cual contiene
un éster de celulosa tris-(4-metil benzoato). La figura 19 muestra el cromatograma del ()-
HEPA, el cual mostr6 dos picos con un tiempo de retencién correspondiente a 11.06 y
19.93 min. Lo anterior nos indic6 que la columna utilizada si resolvié el racemato y podria
ser utilizada para determinar la pureza éptica de los enantibmeros. El cromatograma del
(+)-HEPA present6 un pico con un tiempo de retencion a los 19.23 min y a los 11 minutos
no aparecié el otro enantiomero, lo que nos indica que el (+)-HEPA esta épticamente
puro. Por otro lado, en el cromatograma obtenido para el (-)-HEPA se observo un pico con
un tiempo de retenciéon de 11 min, y el otro enantidmero no esta presente lo que nos
indica que el (-)-HEPA presento una pureza Optica mayor al 99 %. No se detectaron
impurezas. Los resultados anteriores confirman que se logro la resolucién del DL-HEPA

presentando una pureza éptica mayor al 99 %.

4.5 Actividad anticonvulsionante

Estudios previos realizados con el F-HEPP, CI-HEPP, diCI-HEPP y Br-HEPP (Carvajal et
al 1998, Meza et al 1998 y 2008) sugirieron la presencia de un sitio hidrofébico en el
receptor del DL-HEPP. Por lo anterior se esperaba que la presencia de un grupo
trifluorometilo (grupo hidrofébico) en el anillo aromético del DL-HEPP incrementaria su
lipofilicidad e interaccionaria mejor con su receptor, aumentando su actividad
anticonvulsionante. De los resultados obtenidos puede apreciarse que en el modelo de
electrochoque maximo el DL-HEPP present6 una DEs,= 138 mg/kg de peso y ésta

disminuy6é a 62 mg/kg de peso en el modelo DL-4’-CFs;-HEPP. Lo que indica que la
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incorporacién del grupo trifluorometilo en el anillo fenilo del DL-HEPP increment6 su
potencia anticonvulsionante. Asimismo puede observarse que al incorporacién de un
grupo trifluorometilo en el anillo fenilo del DL-HEPB, aumentdé su actividad
anticonvulsionante en el modelo del PTZ. Lo anterior apoyaria que el receptor para el
HEPP y para el HEPB presentaria un sitio hidrofobico que reconoceria al grupo fenilo y a

Sus sustituyentes.

El fenobarbital se utiliz6 como compuesto de referencia y la DEs, obtenida (19 mg/kg)
contra las convulsiones provocadas por electrochoque maximo es muy similar a la
publicada previamente de 22 mg/kg (Swinyard et al 1987). La DEsy del HEPA en el
modelo de electrochoque maximo o (ECM) es de 109.5 mg/kg, mientras que la del (-)-
HEPA fue de 125 mg/kg de peso. La diferencia es solo marginal.

Cuando se determinaron la DEsy en el modelo de ECM para el DL-HEPP y sus
enantibmeros, también se encontré que eran similares. Lo anterior podria sugerir que el

sitio de reconocimiento tanto para el HEPA como para el HEPP no es estéreoespecifico.

4.6 Modulacion de la actividad anticonvulsionante del fenobarbital por el DL-HEPP

El fenobarbital es un antiepiléptico que modula alostéricamente la funcion del GABA en el
R-GABA, incrementando el tiempo de apertura del canal de cloro. A nivel experimental
también protege contra las convulsiones provocadas por el pentiléntetrazol (Swinyard et
al, 1987). Se ha sugerido que el DL-HEPP podria actuar como un modulador alostérico
del R-GABA,, por lo que es posible que el DL-HEPP module alostéricamente la unién del
Fenobarbital al R-GABA, Y ello alterar su actividad anticonvulsionante. Por lo anterior se

estudio la actividad anticonvulsionante del fenobarbital en presencia del DL-HEPP.

La DEg, del fenobarbital contra las convulsiones y muerte provocadas por el PTZ es de
7.6 mg/kg. Esta DEs, se redujo a 2.85 mg/kg en presencia de 15 mg/kg de DL-HEPP y se
redujo ain mas a 1.27 mg/kg cuando se utiliz6 DL-HEPP a una dosis 30 mg/kg. Lo
anterior sugiere que el DL-HEPP pudiera estar modulando alostéricamente la unién del
fenobarbital en el R-GABAA,.

4.7 Neurotoxicidad
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La neurotoxicidad nos da una idea del efecto toxico de los compuestos estudiados sobre
el sistema nervioso central. De los resultados obtenidos puede apreciarse que el DL-
HEPP (DTso = 212 mg/kg) resultd ser menos neurotoxico que el DL-4’-CF3;-HEPP (DTso =
69 mg/kg) y que el fenobarbital (DT, = 66 mg/kg) utilizando la prueba del rodillo giratorio o

“rotarod”.

Al comparar la neurotoxicidad del DL-HEPA y de sus enantibmeros, se encontrdé que el
racemato presenta una DTso= 161 mg/kg mientras que la DTs, del (+)-HEPA 111 mg/kg y
del (-)-HEPA fue de 242 mg/kg fueron diferentes (Meza et al 1995). Sin embargo cuando
se resolvio la mezcla racémica del DL-HEPP, la DTy, del DL-HEPP y sus enantiomeros
(+)-HEPP y (-)-HEPP fue similar. Se requeriran mas estudios para explicar estas
diferencias.

El que existan pocas diferencias en la actividad biolégica entre el DL-HEPP y el DL-HEPA
y sus enantibmeros sugiere que la resoluciéon de los racematos no es necesaria para
estudios preclinicos y clinicos posteriores. Lo que facilitaria la obtencién del producto y
reduciria el costo del tratamiento.

Es interesante considerar que la incorporacion del grupo trifluorometilo en el anillo fenilo

de las amidas preparadas incrementa su actividad anticonvulsionante.

5.0 CONCLUSIONES
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El compuesto DL-4’-CF3;-HEPP presentd espectros de infrarrojo y de resonancia
magnética nuclear de hidrogeno y de carbono 13 compatibles con su estructura.

El compuesto DL-4’-CF;-HEPB presentd el espectro infrarrojo compatible con su
estructura.

En el modelo de electrochoque méaximo la introduccion del grupo trifluorometilo
incremento la actividad anticonvulsionante del DL-4’-CF;-HEPP dando una DEs,
de DEsy: 62 mg/Kg de peso con respecto a la DEsy del HEPP de 138 mg/kg.

El compuesto DL-HEPA se resolvié en sus enantidmeros los cuales presentaron
una pureza éptica mayor al exceso enantiomérico 99 %, comprobada mediante
cromatografia liquida de alta resolucién con fase estacionaria quiral.

En el modelo de pentiléntetrazol el DL-HEPP potencié la actividad
anticonvulsionante del fenobarbital.

En el modelo del rodillo giratorio la DTs, para el DL-4’-CFs-HEPP fue de 69
mg/Kg de peso, mientras que el DI-HEPP presenté una DTs, de 212 mg/kg.

La actividad anticonvulsionante del DL-HEPA y del (-)-HEPA en el modelo de
lectrochoque maximo es similar, lo que indica que no es necesaria la
resolucién del DL-HEPA para estudios posteriores.

La incorporacién de un grupo trifluorometilo en el anillo fenilo del DL-HEPP

incremento su actividad anticonvulsionante.
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