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RESUMEN

La excitotoxicidad, es uno de los principales mecanismos asociados a muchas patologias
humanas del sistema nervioso central, se encuentra caracterizada por la excesiva liberacion
presinaptica de glutamato que activa a diferentes subgrupos de receptores sensibles a dicho
aminoacido (AMPA, NMDA y KA) en la membrana postsinaptica.

El &cido quinolinico, metabolito producido en la via de las kinureninas, es un agonista
enddgeno selectivo de los receptores NMDA y su administracion intraestriatal constituye
un modelo utilizado para reproducir la excitotoxicidad, la cual esta caracterizada por el
exceso de acumulacion de calcio intracelular y la sobreproduccion de radicales libres.

Por otra parte, la 4,4’-diaminodifenilsulfona o dapsona (DDS), es una sulfona cuya
efectividad ha sido evaluada en modelos experimentales de crisis convulsivas y
neuroexcitotoxicidad. De igual manera, existe evidencia de la actividad anticonvulsivante
de algunos analogos N,N’-dialquilados de la DDS en el modelo de crisis convulsivas
provocadas por acido kainico y de la disminucion de la metahemoglobinemia asociada a la
formacion de metabolitos N-hidroxilados por parte de dichos analogos en experimentos in
vitro.

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo la sintesis y caracterizacion estructural de
cuatro -derivados N,N’-dialquilados de la dapsona (N,N’-dimetilado, N,N’-dietilado, N,N’-
dipropilado, y N,N’-dibutilado); realizar la evaluacién de su efecto neuroprotector en el
modelo de excitotoxicidad producida por la administracion intraestriatal de &cido
quinolinico en ratas Wistar macho adultas y caracterizar su perfil hematotdxico.

Todos los analogos fueron purificados y su estructura fue caracterizada por resonancia
magnética nuclear de *H y *C de manera previa a su evaluacion biologica. La dapsona y
sus analogos, fueron administrados 30 minutos antes de la inyeccidon estereotaxica
intraestriatal de &cido quinolinico. Seis dias después de inducir la lesién, se registré la
conducta de giro realizando el conteo de los giros ipsilaterales/60 minutos, inducidos con 1
mg/kg de clorhidrato de apomorfina. Al dia siguiente, los animales fueron sacrificados y se
realizé la diseccion del cuerpo estriado lesionado, para determinar los niveles de GABA en
el tejido como marcador de dafio. En un experimento independiente, se determind la
toxicidad de los andlogos en sangre mediante la obtencion de sus perfiles de porcentaje de
metahemoglobina contra tiempo.

Todos los analogos disminuyeron la frecuencia de los giros significativamente, siendo el
mas efectivo el analogo N,N’-dimetilado el cual redujo hasta en un 67% las vueltas
ipsilaterales al hemisferio lesionado (p<0.05). Sin embargo, no todas las moléculas en
estudio evitaron la disminucién en el contenido intraestriatal de GABA, siendo el analogo
N, N’-dietilado la molécula que presentd una mayor conservacion en el nivel del
aminoacido (50%) con respecto al grupo control de dafio. La correlacion de los datos
experimentales obtenidos en la determinacion del contenido intraestriatal de GABA vy el
namero de giros ipsilaterales al hemisferio lesionado, fue corroborada mediante una prueba
de correlacion de Spearman (Rho = -0.487, p< 0.01 bilateral).

El area bajo la curva promedio del porcentaje de metahemoglobina producida por la
administracion de los analogos fue significativamente menor (p<0.05) a la del grupo que
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recibié la molécula original, encontrandose reducciones entre el 31.5% para el analogo
N,N’-dimetilado y el 70.6% para el intermediario N,N’-ditosilado, el cual fue
adicionalmente evaluado junto a las moléculas propuestas.

El uso de un sistema de microondas para la sintesis organica realizada, ademéas de no
encontrarse reportado en la literatura, permite un alto rendimiento de las moléculas
propuestas. El efecto neuroprotector producido por algunos de los analogos propuestos
(N,N’-dimetilado, N,N’-dietilado y N,N’-dibutilado) y su toxicidad hematica disminuida,
las convierten en moléculas de interés para completar su perfil farmacol6gico como
posibles opciones terapéuticas en el tratamiento de algunas patologias del sistema nervioso
central.



ABSTRACT

Excitotoxicity is one of the main mechanisms of damage related to several pathological
disorders of the central nervous system. It is characterized by an excessive presynaptic
release of glutamate which activates different subgroups of ionotropic receptors for this
aminoacid in the post-synaptic membrane (AMPA, NMDA and kainic acid).

Quinolinic acid, a metabolite produced in the kynurenine pathway, is an endogenous
selective agonist of NMDA receptors and its intraestriatal administration is nowadays an
experimental model widely used to reproduce the excitotoxicity characterized by the
excessive accumulation of intracellular calcium and the high production of free radicals.

4,4’-diaminodiphenylsulfone or dapsone (DDS), is a sulfone whose effectiveness has been
evaluated in experimental models of convulsive seizures and neuroexcitotoxicity.
Aditionally, there is experimental evidence of anticonvulsant properties showed by some
N-N’-dialkylated analogues against seizures provoked by kainic acid and their ability to
decrease the formation of methemoglobin associated with the production of N-hydroxylated
metabolites derived from these analogues in in vitro experiments is also previously
described in literature.

This thesis work is aimed to: (1) synthesize and characterize structurally four N,N’-
dialkylated analogues of dapsone (N,N’-dimethylated, N,N’-diethylated, N,N’-
dipropylated, and N,N’-dibutylated) (2) evaluate their neuroprotective effect in a model of
excitotoxicity induced by instrastriatal quinolinic acid administration in male adult Wistar
rats and (3) characterize the hematotoxic profile of the synthesized analogues.

All analogues were purified and their structures were characterized by H and *3C nuclear
magnetic resonance spectroscopy previously to biological evaluation. Dapsone and its
analogues were administered 30 minutes before stereotaxic intraestriatal quinolinic acid
injection. Six days after inducing lesion, circling behavior conduct was registered by
counting ipsilateral turns/60 minutes induced by 1 mg/kg of apomorphine hydrochloride.
One day after circling behavior test, all animals were sacrificed and corpora striata
dissection was performed. Aditionally, toxicity in blood caused by the analogues was
determined by obtaining the percentage of methemoglobin produced vs time profiles.

All analogues showed protection against circling behaviour. Most effective molecule was
the N,N’-dimethylated analogue, which reduced ipsilateral turns up to 67% when compared
with the control group (p<0.05). However, not all molecules evaluated showed protection
against intraestriatal GABA levels decrease. N,N’-diethylated analogue showed the highest
preservation of the aminoacid (50%) when compared with the experimental group
administered only with quinolinic acid. Correlation between experimental data from
circling behavior test and intraestriatal GABA level determination was confirmed by a
Spearman correlation test (Rho = -0.487, p< 0.01 bilateral).

Area under curve of the methemoglobin percentage produced by the administration of
analogues, was significantly reduced (p<0.05) when compared with the group which
received the original molecule (DDS). Methemoglobin reduction values were between



31.5% for the N,N’dimethylated analogue and 70.6% for the N,N’-ditosylated intermediate
which was additionally tested.

Utilization of a microwave system in the organic synthetic route which was used to obtain
the proposed analogues, is not reported in literature, and provides a higher product yields
when compared with traditional methods. Neuroprotective effect showed by some of the
tested analogues (N,N’-dimethylated, N,N’-diethylated and N,N’-dibutylated) and their
reduced haematotoxicity, make them interesting molecules for the completion of their
pharmacological profile as possible therapeutic options for the treatment of several
pathologies of the central nervous system.
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1. INTRODUCCION

1.1. GLUTAMATO
1.1.1. Generalidades

El glutamato (fig. 1) es uno de los 20-22 aminoacidos proteinogénicos no esenciales, y es
aceptado como un neutrotransmisor debido a que cumple los cuatro criterios que definen su
naturaleza: (1) localizacion presinéptica, (2) liberacién provocada por un estimulo
fisioldgico, (3) accion idéntica a la de transmisores naturales, (4) contar con un mecanismo

para la rapida terminacion de la accién del transmisor [1].

O O

HO o)

NH>

Figura 1. Glutamato

El glutamato es considerado como el principal aminoacido excitatorio en el sistema
nervioso central de los mamiferos, donde participa como mensajero neuronal vy
neurotransmisor en el 40-50% de todas las sinapsis que ocurren en el cerebro y la médula
espinal [2, 3]. Este aminoé&cido se encuentra localizado en neuronas presinapticas, neuronas
postsinapticas y células gliales. El glutamato liberado de cualquiera de los compartimentos
en los que se encuentra, es transportado principalmente a astrocitos (astroglia), donde
mediante la via de la glutamina-sintetasa es convertido para su almacenaje en forma
inactiva en el aminoacido glutamina, donde permanece inactivo hasta que nuevamente la

enzima mitocondrial dependiente de fosfato, glutaminasa, vuelve a convertirla en glutamato

[4].

La concentracion intracelular de glutamato es 10,000 veces mayor a la concentracion
extracelular del aminoacido. Esto es esencial debido a que los receptores de glutamato

solamente pueden ser activados por su unién en el medio extracelular, por lo que los
6



mecanismos que mantienen baja la concentracion extracelular de glutamato son sumamente

importantes para el funcionamiento normal del cerebro [5].

El glutamato cumple un papel fisiologico sumamente importante debido a que media la
transmision sinaptica rapida y juega un papel esencial en la plasticidad sinaptica, la
memoria, el aprendizaje y otras funciones cognitivas. Sin embargo también puede
desencadenar mecanismos de dafio neuronal como consecuencia de la activacion de los

diferentes receptores para aminoacidos excitatorios [6, 7].

1.1.2. Receptores de glutamato

El glutamato, tiene la capacidad de activar dos clases de receptores en el sistema nervioso
central: los receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR), los cuales ejercen sus
funciones a través del acoplamiento con proteinas-G; y los receptores ionotrépicos de
glutamato (iGIuR), los cuales al activarse con el ligando apropiado, permiten el paso de

cationes a través de un canal-poro formado por las diferentes subunidades del receptor [8].

Los receptores ionotropicos de glutamato se encuentran subclasificados en tres tipos (Fig
2), de acuerdo a su activacion especifica por algunos analogos, entre los que se encuentran
el N-metil-D-aspartato (NMDA), el acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico
(AMPA) y el &cido kainico. Los receptores NMDA, son los mas estudiados con respecto a
la excitotoxicidad por contar con diferentes caracteristicas relevantes para la muerte
neuronal, como su relativamente alta permeabilidad al ion Ca?" y su lenta cinética de

activacion-desactivacion [9, 10].



1GluR

I

NMDA AMPA KAINATO
NRI NR2 NR3 GluR1-4 GluR5-7
(a-h) (A-D) (A-B) KA1, KA2

Figura 2. Clasificacion de los receptores ionotrépicos de glutamato [8, 9].

1.2. RECEPTOR NMDA
1.2.1. Generalidades

Los receptores NMDA son complejos heteroméricos que incorporan diferentes subunidades
entre las cuales se han caracterizado tres subtipos: NR1, NR2 y NR3. Existen ocho
diferentes isoformas de la subunidad NR1 generadas por el splicing alternativo de un solo
gen (a hasta h), cuatro isoformas de la subunidad NR2 (A hasta D) y dos de la NR3 (A y B)

(Fig.2) [9].

La expresion de receptores NMDA funcionales en células de mamiferos requiere de la co-
expresion de al menos una subunidad del subtipo NR1 y una del subtipo NR2. Aunque la
estequiometria de los receptores NMDA no se ha establecido definitivamente, se encuentra
descrito en la literatura que la conformacion estructural es tetramérica, incorporando de una
manera mas frecuente dos subunidades NR1 y dos NR2 de la misma o de diferentes
isoformas. En células que expresan subunidades NR3, se ha descrito que dicha subunidad
se ensambla con subunidades NR1 y NR2 para formar complejos tetraméricos
NR1/NR2/NR3 [11].

Todas las subunidades de los receptores NMDA, presentan una topologia membranal

similar (Fig 3), con una region N-terminal extracelular, tres segmentos transmembranales
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(TM1, TM3 y TM4), un segmento en lazo que se reincorpora a la membrana (M2)
formando un poro, un segmento extracelular en lazo entre los segmentos transmembranales
TM3 y TM4 y un segmento C-terminal citoplasmatico. La longitud del segmento C-
terminal es variable de acuerdo al tipo de subunidad y puede proveer de diferentes sitios de

interaccion con proteinas intracelulares [12].

1.2.2. Sitios de modulacién

Funcionalmente el receptor NMDA consiste de 4 dominios: 1) un sitio de reconocimiento
en el cual interactdan los transmisores L-glutamato o N-metil-D-aspartato. 2) un sitio para
union para cationes localizado dentro de canal del receptor, donde una molécula de Mg?*
puede unirse y bloquear el flujo i6nico transmembranal. 3) un sitio de union para
fenciclidina (PCP) que requiere la union de agonistas al sitio de reconocimiento del
neurotransmisor, interactuando con el sitio de unidén de cationes y en el cual diferentes
anestésicos disociativos (fenciclidina y ketamina) y la dizocipina (MK-801) se unen para
bloquear la apertura del canal; y 4) un sitio de unidon para glicina que modula
alostéricamente la interaccion entre el sitio de reconocimiento del transmisor y el sitio de
unién de la PCP. El receptor NMDA es modulado por el aminoacido glicina, el cual actla

COmo un co-agonista cuya presencia es indispensable para su activacién (Fig.3) [11, 12].

Adicionalmente se encuentra descrito en el receptor NMDA un sitio para uniéon de
poliaminas, el cual de manera similar al de sitio de unién para glicina, no se encuentra

totalmente activado bajo circunstancias fisiologicas normales [13].

Cerca del poro del canal i6nico del receptor NMDA, existe un sitio de union para Zn?*, el
cual actia como un modulador inhibitorio del transporte de iones. Otros moduladores
reportados para el receptor incluyen el &cido araquidonico, moléculas con grupos

sulfihidrilo y a los protones [14].
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Figura 3. Receptor NMDA, estructura, topologia y sitios de union para ligandos y moduladores
alostéricos [11].

1.3. EXCITOTOXICIDAD
1.3.1. Definicion

Se define a la excitotoxicidad como a la muerte celular que ocurre a consecuencia de las
acciones toxicas de aminoécidos excitatorios. Dicho concepto, fue acufiado por primera vez
por Olney a finales de los afios sesenta, al reportar la muerte neuronal por una exposicién
excesiva a los aminoacidos glutamato (Glu) y aspartato (Asp) [15, 16]. Entre los cambios
patolégicos desencadenados en las neuronas por la excitotoxicidad se encuentran; la
modificacion del flujo idnico, la desregulacion osmdtica, la reduccidon energética y
numerosos cambios bioquimicos que conducen a la muerte celular. La excitotoxicidad es
uno de los principales mecanismos de dafio que median el dafio neuronal en varios
desdrdenes neurologicos, como la epilepsia, la isquemia, los traumatismos y diferentes
padecimientos neurodegenerativos como las enfermedades de Huntington, Alzheimer y
Parkinson [17].
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1.3.2. Receptor NMDA y excitotoxicidad

El funcionamiento normal del receptor NMDA, depende de un equilibrio dinamico entre
los diferentes dominios que lo componen estructuralmente. Cuando este se pierde, se
desencadena un malfuncionamiento que deriva en la acumulacion de glutamato en la
hendidura sinaptica, la activacion del receptor NMDA y la consecuente entrada neuronal de
Ca?*[18]

La activacion del receptor NMDA, depende de dos eventos: la despolarizacion membranal
y la liberacion de glutamato. La despolarizacion membranal de las neuronas, promueve la

remocion de la molécula de Mg?* permitiendo su posterior activacion por glutamato [17].

La administracion intracerebroventricular o sistémica de glutamato o de sus analogos
provoca una disminucion del potencial mitocondrial, la pérdida de la homeostasis del Ca?*
y la generacion de altos niveles de especies reactivas de 6xigeno, nitrégeno asi como de 4-
hidroxinonenal. La activacién de los receptores NMDA por glutamato o sus analogos y la
apertura de su canal, permiten el ingreso intracelular de Ca?*, mientras que la activacion de
los receptores AMPA, permite el ingreso de Na*. Estos cambios en el ingreso de Ca?* y Na*
provocan la despolarizacion membranal, la amplificacion y la prolongacién del dafio
provocado por el glutamato mediante la continuacion de la liberacion de dicho aminoacido
[19].

El incremento en el Na* intracelular provoca también la reversion de la extrusion de Ca?* a
través del antiporte de 3 iones Na* por cada ion Ca?*, provocando un aumento en la
cantidad de Ca?* intracelular que conduce a una disfuncioén mitocondrial y a la disminucion
en la produccion de ATP, el cual provoca a su vez una falla en la bomba Na*/K* que

mantiene el estado de reposo el potencial de membrana [20].

La excitotoxicidad mediada por la activacion de receptores de glutamato, involucra ademas
de la modificacion en el metabolismo de glicerofosfolipidos de membrana, alteraciones en
la sintesis de colesterol, en la sintesis de ceramidas, en el metabolismo energético, en la
fosforilacion de proteinas y en la expresion de genes, enzimas, factores de crecimiento,

proteinas de choque térmico y transportadores de iones metalicos divalentes [21, 22].
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El incremento en Ca?* citosdlico, provoca la activacion de fosfolipasas y otras enzimas
sensibles a Ca®" como: proteasas, proteincinasas, fosfatasas, la sintasa de Oxido nitrico
(SON) dependiente de calmodulina y diversas endonucleasas. La activacion de dichas
enzimas aunada a la reduccion energética, la generacion de especies reactivas de o6xigeno
(ej: 6xido nitrico, perdxido de hidrdgeno, radicales hidroxilo y alcoxilos), la alteracion en la
homeostasis ionica, la disminucién en el potencial redox celular y la activacion de muerte
celular asociada a sefiales genéticas, son mecanismos de dafio relacionadas con el
glutamato y su toxicidad mediada por sus andlogos tanto en neuronas como células gliales
[23].

En la figura 4 se muestra un diagrama de la cascada excitotoxica derivada de la activacion

de los receptores ionotropicos de glutamato que conduce a la muerte neuronal.

Cascada excitotéxica

Falla ATPasa
> dependiente > T Fosfolipasas
de calcio
v
=] l Na'/Ca* TCE,, > Disfuncion en membrana
= intercambio mitocondrial |
3
.| Apertura de canales ' T Proteasas/
7| Ca'" dependientes caspasas
v
Despolarizacion Remocion de . T;;:;:: <
K* salida ~# bloqueo de Mg" | ActwacloSNcII;A —
Na*entrada en receptor NMDA regeRtor
r 3
4
1
Liberacién de Glu
v

Activacion
SON

Figura 4. Cascada excitotdxica [24].
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1.4. ACIDO QUINOLINICO
1.4.1 Generalidades

El &cido quinolinico (QUIN) es un intermediario en la via metabolica de las kinureninas
que convierte al triptéfano en los cofactores esenciales acido nicotinico y dinucleétido de
nicotinamida adenina (Fig. 5). Aungue permanecié hasta el afio de 1981 como un
metabolito inactivo del triptéfano, la relevancia de su papel fisiologico y farmacoldgico se
determind al descubrirse que podia activar selectivamente el subtipo de receptores
ionotrdpicos de glutamato sensibles al NMDA [25, 26].

El QUIN proviene de la conversion del 3-hidroxiantranilato (3-HANA) por la enzima 3-
hidroxiantranilato-3,4-dioxigenasa (3-HAO). Dicha enzima cataliza la reaccion del 3-
HANA en 2-amino-3-carboximuconato-6-semialdehido (ACMS), el cual a su vez se
convierte en su mayoria a QUIN, por un proceso no enzimatico de ciclacion, aunque una

pequefia fraccion se convierte en acido picolinico [26, 27].

La concentracion reportada de QUIN en el tejido cerebral mamifero sano, se encuentra
entre los 50 y 100 nM, mientras que en liquido cefalorraquideo su concentracion es de 10-
35 nM. Su presencia en el tejido cerebral humano y de rata fue demostrada a principios de
los afios 80 por Wolfensberg et al., (1983), mediante la conversion del QUIN prepurificado
a dihexafluoropropil ester y el posterior analisis de sus fragmentos utilizando la técnica de

espectroscopia de masas [28, 29].
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1 CH, crli COOH
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Figura 5. Esquema del catabolismo del triptdfano mediante la via de las kinureninas. Los nimeros indican los
intermediarios de la via: (1); L-kinurenina (2); acido kinurénico (3); 3-hidroxikinurenina (4); 3-
hidroxiantranilato (5); 2-amino-3-carboximuconato-6-semialdehido (ACMS) (6); 2-aminomuconato-6-
semialdehido (AMS) (7); picolinato (8); acido quinolinico (QUIN) (9). La fuente italica sefiala las enzimas de
la via: triptéfano/indolamino-2,3-dioxigenasa (a); kinurenina-formamidasa (b); kinurenina-aminotransferasa
(c); kinurenina-3-hidroxilasa (d); kinureninasa (e); 3-hidroxiantranilato-3,4-dioxigenasa (f); 2-amino-3-
carboximuconato-6-semialdehido-descarboxilasa (g). Flecha con linea punteada y marcadas con asteriscos
indican las 2 reacciones no enzimaticas que conducen a la sintesis de &cido quinolinico y picolinato [30].
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1.4.2. Acido quinolinico y procesos patoldgicos

Existe evidencia de que en seres humanos las concentraciones de QUIN se encuentran
alteradas en diversos procesos patologicos. En tejido cerebral y LCR obtenidos post-
mortem de pacientes que padecen procesos inflamatorios (septicemia, meningitis,
enfermedades autoinmunes o infecciones por virus, bacterias o parasitos), existen
concentraciones elevadas de QUIN, llegando en algunos casos como en aquellos pacientes
con sindrome de inmunodeficiencia (SIDA) y pacientes con lesion traumatica a encontrarse

entre 5y 40 veces més elevado [26, 31, 32].

1.4.3. Acido quinolinico como agonista NMDA

En 1981 Stone y Perkins demostraron el potencial excitatorio del QUIN al actuar como un
agonista selectivo de los receptores NMDA en neuronas corticales de cerebro de rata. La
administracion de QUIN en el tejido estriado permitid caracterizar lesiones que dejaban
intacto el axén neuronal y sus terminales presinapticas, pero con el hinchamiento de
dendritas y la pérdida de la estructura celular en las terminales postsinépticas, dejando a la
glia sin pérdida significativa [25, 33].

Schwarcz y Kohler (1983) caracterizaron el dafio en el tejido estriatal a dosis tan bajas
como 12 nM de QUIN inyectado y encontraron diferencia en la sensibilidad al dafio
ocasionado por dicha molécula en diferentes areas de tejido cerebral, siendo el hipocampo y
el tejido del cuerpo estriado los mas sensibles a la neurotoxicidad producida, demostrando
la existencia de diferentes subtipos en los receptores NMDA y su distribuciéon en el cerebro
[33, 34].

En las areas mas sensibles al dafio por QUIN, existen células neuronales mas propensas al
dafio que otras. En el hipocampo, las células mas susceptibles son las piramidales, mientras
que en el cuerpo estriado, las mas sensibles son las neuronas de naturaleza colinérgica y las
neuronas espinosas medianas que poseen el neurotransmisor acido y-aminobutirico

(GABA) y el péptido sustancia P, mientras que aquellas neuronas no espinosas que
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contienen la hormona somatostatina y el neuropéptido “Y”, son preservadas tras inducir la
lesion con QUIN [35].

ElI QUIN actia selectivamente en el receptor NMDA, especificamente en aquellos
receptores que cuentan con las subunidades NR2A y NR2B, las cuales permiten la entrada
masiva de calcio, por lo que las neuronas en las que dichas subunidades se encuentran
presentes, son aquellas en las que el QUIN provoca mayor dafio [36]. En ratas, la
administracion intraestriatal de QUIN produce en los minutos posteriores a la lesion,

movimientos caracteristicos de torsion involuntarios [37, 38].

Kohler (1988) demostrd que la acumulacién de QUIN después de la estimulacién de la via
de las kinureninas, se debe a la menor existencia de células que contienen a la enzima
quinolato fosforibosiltransferasa (QPRT), la cual transforma metabolicamente al QUIN en
acido ribonucle6tido nicotinico para su posterior paso a dinucle6tido de nicotinamida
adenina, en comparacion con las células que poseen a la 3-HAO, la cual sintetiza QUIN.
Ademas en aquellas células que poseen QPRT, las cuales son de naturaleza glial
principalmente, la enzima se encuentra almacenada en cuerpos citoplasmaticos lo que

impide el acceso del QUIN para su metabolismo [39].

1.4.4. Acido quinolinico y excitotoxicidad

La excitotoxicidad inducida por el QUIN provoca una sobre-activacion de los receptores
NMDA, lo que permite una entrada excesiva de iones de Ca?*. La disfuncion mitocondrial,
la cual es un evento critico en la cascada de muerte celular por apoptosis, se ha comprobado
a partir de la demostracion de una reduccion en el consumo de oxigeno por la mitocondria 'y
una disminucion en sus niveles de ATP después de la administracion intraestriatal de la
neurotoxina. Dicha reduccion energética pudiera ser explicada por la producciéon de

radicales libres generados a partir del aumento intramitocondrial de Ca?* [40, 41].

La concentracion toxica de QUIN necesaria para provocar la muerte neuronal en tejido

cerebral humano en cultivo es de 5 nM, con una exposicion del tejido durante 20 horas.
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Aunque el aumento en los niveles de QUIN esta asociado a diferentes patologias
neuroldgicas de caracter inflamatorio, las concentraciones de dicho metabolito endégeno en
LCR son muy bajas en comparacion a las utilizadas para caracterizar dafio neuronal en
experimentos in vitro [42]. Sin embargo, estd documentado que dosis bajas de QUIN
resultan tdxicas cuando la exposicion neuronal es de naturaleza crénica. In vitro, dosis tan
bajas como 1 UM en células corticales incluyendo neuronas y glia muestran signos de
toxicidad en un periodo de 72 horas. Cultivos neuronales obtenidos a partir del sistema
corticoestriatal de rata, muestran dafo por excitotoxicidad al ser expuestas durante un

periodo de 7 semanas al QUIN a una concentracion de 100 nM [43, 44].

La potencia como excitotoxina del QUIN en modelos in vivo no puede ser enteramente
explicada por la sobre-activacion de los receptores NMDA, la cual puede estar ocasionada
por la alta concentracion de la excitotoxina en la sinapsis o bien por la falta de una
remocion adecuada del QUIN extracelular [45, 46]. La alta capacidad del QUIN para
generar radicales libres que pueden generar dafio oxidante fue demostrada
experimentalmente por Santamaria y Rios (1993, 1991) mediante la determinacion de la
peroxidacion lipidica en homogenados de tejido cerebral de ratas incubados con QUIN a
concentraciones entre 20 y 80 uM, observando un aumento de hasta casi el 50% con
respecto al grupo control. Adicionalmente en experimentos in vivo en los cuales se
administré el QUIN intraestriatalmente, la peroxidacion lipidica y el dafio neuronal se
incrementaron de manera significativa con respecto al grupo control y al grupo al que se le
co-administro el antagonista de los receptores NMDA, MK-801 [47, 48].

La reduccion dosis-dependiente en el nivel de glutation reducido (GSH) y el incremento en
su forma oxidada de disulfuro (GSSG) después de la administracion intraestriatal de QUIN
en dosis de 60-480 nM/pL, se encuentra reportada en la literatura por Rodriguez-Martinez
et al., (2000). Sin embargo, experimentos in vitro realizados en corteza de rata, lograron
definir que dicha oxidacion no sucede por mecanismos enzimaticos, ya que la actividad de
la glutation peroxidasa no se encuentra modificada después de la lesion con QUIN, lo cual
confirma una disminucion en las defensas antioxidantes que son ajenas a los sistemas

enzimaticos por parte de la neurotoxina [49, 50].
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El QUIN no posee un efecto pro-oxidante por si mismo, sin embargo, es capaz de modular
la peroxidacion lipidica por via de la interaccion con iones Fe?*, lo cual fue demostrado por
el trabajo de Stipek et al., (1997), quienes observaron el aumento en la peroxidacion en
homogenados de tejido cerebral de rata al aumentar la concentracion de iones ferrosos, con
una completa inhibicion del efecto oxidante al agregar a las preparaciones el quelante de

fierro deferoxamina [51].

1.5. DAPSONA (DDS)
1.5.1. Caracteristicas fisicoquimicas

Nombre quimico: 4,4’-diaminodifenilsulfona
Formula molecular: C12H12N20,S
Férmula estructural: Ver figura 6.

Figura 6. Estructura de la 4,4’-diaminodifenilsulfona

Peso molecular: 248.30 gmol

Caracteristicas fisicas: Polvo cristalino blanco o amarillo pélido sin olor detectable.

Punto de fusion: 175-176°C (Existen formas cristalinas con un punto de fusion de 180-181
°C)

Solubilidad: Practicamente insoluble en agua, ligeramente en etanol y muy soluble en
disolventes organicos como acetona y acetonitrilo

Pko: 13.0

Caracteristicas especiales: Molécula fotosensible
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1.5.2. Usos terapéuticos

La 4,4’-diaminodifenilsulfona o dapsona (DDS), fue sintetizada por primera vez por
Fromm y Wittmann en el afio de 1908. Su sintesis no tuvo su origen en la bldsqueda de
nuevas entidades con propiedades terapéuticas, sino en el interés por encontrar moléculas

para la produccion de colorantes azoicos.

La DDS es un agente bacteriostatico efectivo contra los géneros Streptococci,
Staphylococci, Gonococci, Pneumococci y Micobacterium cuyo mecanismo es el mismo
por el cual los farmacos que pertenecen la familia de las sulfonamidas ejercen su accion
como antibidticos, actuando como analogos estructurales y antagonistas del acido para-
aminobenzoico (PABA), lo que convierte a la DDS en un inhibidor competitivo de la
dihidropteroato sintetasa, enzima bacteriana que incorpora el PABA al é&cido
dihidropteroico, el cual es precursor inmediato del &cido folico necesario para la sintesis de

su pared celular [52].

Actualmente, la DDS ha cobrado suma importancia como una terapia farmacoldgica
coadyuvante efectiva en el control de infecciones concomitantes en pacientes que padecen
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), como por ejemplo la pneumonia por
Pneumocystis carinii, la toxoplasmosis y la infeccion por Micobacterium tuberculosis [53-
56].

El uso de la DDS en el tratamiento de diversos desérdenes dermatologicos como la
dermatitis herpetiforme, el pénfigo vulgar, la pioderma gangrenosa o en lesiones
producidas por la mordida de la “arafa reclusa café” esta sustentado principalmente en la
capacidad terapeutica que tiene dicha molécula para actuar como un agente anti-
inflamatorio [57, 58].

Diversos trabajos experimentales han documentado los mecanismos de la DDS como un
agente anti-inflamatorio, entre los que se encuentran: la capacidad para inhibir la union de

leucotrieno B4 a neutrofilos, disminuyendo en consecuencia de manera dosis dependiente,
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su respuesta quimiotactica, y la inhibicion en la sintesis de productos de la 5-lipooxigenasa
(prostaglandinas y leucotrienos) en leucocitos polimorfonucleares, bloqueando por
consecuencia su efecto inflamatorio. Existen reportes del mecanismo por el cual la DDS es
capaz de inhibir de manera local y especifica la actividad de los neutrofilos en el lugar de la
lesion. Dicho mecanismo, se encuentra directamente relacionado con su capacidad de
inhibir las lesiones mediadas por los productos oxidantes de las enzimas mieloperoxidasa y
eosinofiloperoxidasa en aquellos sitios donde estas enzimas son secretadas y diluidas en el

espacio intersticial tisular [59-63].

1.5.3. Farmacocinética y distribucion

En humanos, la DDS es absorbida rapidamente y de forma casi completa (86%) después de
su administracion oral. Dos a ocho horas después de su ingesta, se detecta la concentracion
maxima (1.10 — 2.33 pg/mL) y su vida media de eliminacion es de 12-30 horas. En
promedio, aproximadamente un 70% del farmaco se une a proteinas y se distribuye a todos
los 6rganos incluyendo: piel, higado, rifiones y eritrocitos. La DDS es capaz de cruzar la

barrera hematoencefalica y puede detectarse en leche materna [64-67].

1.5.4. Metabolismo y excrecion

De manera posterior a su absorcién por via del tracto gastrointestinal, la DDS se transporta
a través de la circulacion portal al higado, donde es metabolizada principalmente por dos
vias; la acetilacion por medio de la N-acetiltransferasa, produciendo los metabolitos
monoacetildapsona y en mucha menor cantidad la diacetildapsona y la N-hidroxilacién. Se
encuentra reportado que varias subfamilias del citocromo participan en la conversion
metabdlica de la DDS entre las cuales se encuentran CYP2E1, CYP2C9 y en mucha menor
cantidad CYP3AL. El metabolito N-hidroxilado de la DDS esta directamente relacionado
con el efecto adverso mas importante del farmaco por tener la capacidad de oxidar a la
hemoglobina (Hb). El metabolito N-hidroxilado es ademas poco estable y muy reactivo, por
lo que tiene una vida media muy corta, haciéndolo dificil de determinar en los fluidos
bioldgicos. [58, 68-72].
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Casi el 85% de la DDS es excretada por via de la orina y cerca del 10% por via biliar. El
farmaco se elimina en forma de mono-N-glucurdnido labil a pH é&cido y como mono-N-
sulfamato, ademés de varios metabolitos no identificados. El 50% de una dosis Unica de

DDS es eliminada dentro de las 24 horas posteriores a su administracion [68, 73].

1.5.5. Dapsona como anticonvulsivante y neuroprotector

En el afio de 1990, el efecto anticonvulsivante de la DDS en modelos agudos
experimentales, fue reconocido por el Programa de Desarrollo de Farmacos
Anticonvulsivantes del Instituto Nacional de Desordenes Neurologicos de los Estados
Unidos de Norteamérica, al demostrar la modificacion del patron de crisis maximas
desencadenadas por electroshock (MES) en ratas a dosis no toxicas (16 mg/kg), sin
embargo, no se logré ningin efecto benéfico en el modelo de crisis provocadas por

pentilentetrazol utilizando el farmaco inclusive a dosis toxicas.

Hamada et al., (1991) probaron las propiedades anticonvulsivantes de la DDS en un
modelo de kindling amigdalino realizado en ratas y gatos utilizando dosis de 6.25-12.5
mg/kg y 13-23 mg/kg respectivamente, logrando la supresion dosis-dependiente de las
crisis. Aunque no se observaron signos de toxicidad evidente en las ratas después de la
administracion Unica del farmaco por via intraperitoneal, en los gatos, los cuales recibieron
dosis orales repetidas, la concentracion terapéutica se traslapé con niveles toxicos del
farmaco llegando a los 20 pg/mL en suero. Sin embargo, la supresion de las crisis se

mantuvo en los gatos después de descontinuar la administracion de la DDS [74].

Debido a que las dosis de DDS para el tratamiento de la lepra a largo plazo en humanos se
encuentran bien establecidas, Ishida et al., (1992), continuaron con las investigaciones
acerca de las posibles propiedades anticonvulsivantes del farmaco en modelos de kindling
amigdalino e hipocampal en ratas Wistar macho adultas, logrando respectivamente, una
inhibicién completa de la post-descarga en el 60% y 74% de las ratas evaluadas, utilizando
dosis entre los 9.37 y 12.5 mg/kg del farmaco [75].
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En consecuencia a los resultados positivos obtenidos en los estudios de Hamada e Ishida et
al., (1991,1992), otros modelos de crisis convulsivas fueron utilizados en la evaluacion del
efecto anticonvulsivante de la DDS. Rios et al., (1993), Altagracia et al., (1994) y Garcia-
Arenas et al., (1997) demostraron resultados positivos en el uso de la sulfona al disminuir
las crisis convulsivas generadas por la administracion de &cido kainico en ratas Wistar,
llevando a cabo el registro encefalogréfico y de las crisis parciales en forma de “sacudida
de perro mojado”, asi como de la mortalidad en el modelo experimental. Los resultados de
dichos estudios mostraron una disminucion en el registro encefalografico de las crisis de
hasta en un 82% con respecto al grupo control y disminuciones de mas del 62 y el 60% en
la aparicion de crisis parciales y en la mortalidad del modelo respectivamente [76, 77].

La efectividad de la DDS como un agente anticonvulsivante en el modelo de acido kainico,
el cual es un agonista selectivo de un subtipo de receptores iénotrépicos que son activados
por glutamato y puede ocasionar dafio y muerte neuronal por la activacion de mecanismos
vinculados al aumento intracelular de Na* y Ca?*, condujo a la posterior evaluacion de la
DDS como un agente neuroprotector. Entre los modelos de dafio neuronal provocado por
excitotoxicidad en los que la DDS ha sido evaluada, se encuentra el modelo de
administracion intraestriatal de acido quinolinico (QUIN), el cual produce la sobre-

activacion especifica de los receptores NMDA [78].

Santamaria et al., (1997), caracterizaron el efecto neuroprotector de la DDS al reportar
proteccion contra los giros ipisilaterales provocados por una lesion estriatal unilateral
generada por la administracion de 1 pL de QUIN (240 nM) en ratas Wistar macho adultas,
logrando una disminucion en el nimero de giros del 52% y del 62% con respecto al grupo
control de dafio, utilizando dosis de DDS de 12.5 y 25 mg/kg respectivamente. Ademas
encontraron una conservacion significativa en el contenido intraestriatal de GABA,
disminuyendo solamente en el caso de los animales que recibieron la dosis de 25 mg/kg en
un 1% con respecto al grupo control de dafio, al cual se le administrd Gnicamente el QUIN
presentando una disminucién de hasta un 59% en el contenido del aminoacido al ser

comparado con el grupo testigo [79].
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El efecto protector de la DDS contra otros marcadores de dafio asociados a la sobre-
activacion de receptores NMDA se encuentra documentado en el trabajo de Rodriguez et
al., (1999). Dicho estudio logro determinar que el farmaco administrado a dosis de 12.5y
25 mg/kg, atenuaba de manera significativa el dafio asociado al estrés oxidante derivado de
la administracién intraestriatal de QUIN, al encontrar una disminucién significativa del
dafio morfoldgico y una reduccion de la peroxidacion lipidica de hasta un 78% a las dos
horas después de la lesion con respecto al grupo control de dafio. De acuerdo a los autores,
dicha proteccidn, podria estar relacionada con la capacidad de la DDS para actuar como un
agente antioxidante mediante la inhibicion de los sistemas citotoxicos de los neutrofilos
basados en la actividad de la mieloperoxidasa y en la produccion de peréxido de hidrégeno.
La capacidad de la DDS para disminuir el dafio inflamatorio actuando como un atrapador
de especies reactivas de oxigeno, también se encuentra documentado en la literatura [80-
82].

1.5.6. Anéalogos de dapsona y neuroproteccion

Aunque una gran cantidad de anélogos de la DDS se han sintetizado con la finalidad de
aumentar su actividad bacteriostatica y disminuir su hematotoxicidad, en pocos trabajos se
ha llevado a cabo la evaluacion de la actividad anticonvulsivante y neuroprotectora de los
derivados de esta sulfona. En estudios experimentales como los de Kravzov et al., (1996),
Altagracia et al., (1998) y Lopez-Naranjo et al., (2003), se evalud la eficacia de varios
analogos, incluyendo moléculas previamente reportadas en la literatura para el tratamiento
de la lepra, como la diasona (sulfoxido del 4,4’.diaminodifenilsulfona-N,N’-diformaldehido
de sodio), la glucosulfona (sulfonato de sodio del 4,4’-diaminodifenilsulfona-N,N’-
didextrosa), los metabolitos mono y diacetilados de la DDS e incluyeron adicionalmente el
dibisulfito de sodio de la 4,4’-biscinamilidenaminodifenilsulfona y dos analogos N,N’-
dialquilados de la molécula original (N’N’-dimetil-4,4’-diaminodifenilsulfona y la N,N’-

dietil-4’4’-diaminodifenilsulfona).

Aunque analogos como la acedapsona (metabolito diacetilado de la dapsona), la

glucosulfona y la biscinamilidendapsona demostraron disminuir significativamente de
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manera dosis-dependiente la frecuencia de las sacudidas de cabeza y cuerpo provocadas por
la administracién de acido kainico, la N,N’-dimetil-4,4’-diaminodifenilsulfona (N,N’-
dimetildapsona) protegié hasta en un 71% contra la postdescarga de las crisis limbicas
generadas por la administracion de acido kainico, reduciendo el tiempo de la primera crisis
de origen limbico e incrementando el tiempo de latencia, duplicando asi el efecto protector
maximo de la DDS en el mismo modelo con dosis relativamente bajas del analogo N,N’-
dialquilado (3.25-6.25 mg/kg) [83-85].

1.5.7. Efectos adversos de la dapsona

1.5.7.1. Metahemoglobinemia y anemia hemolitica

El uso de la DDS se encuentra limitado por las reacciones adversas de naturaleza
hematoldgica que se presentan de manera dosis-dependiente, incluso a dosis terapéuticas.
Pacientes con una deficiencia genética, que carecen de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
(G6PD), deben ser monitoreados durante el tiempo que dure el tratamiento. El efecto
adverso méas comun es la metahemoglobinemia, la cual es significativa a la dosis de 100 mg
en pacientes fenotipicamente normales y es severa en aquellos con una deficiencia de la
metahemoglobina-reductasa dependiente de NADH. La aparicion de metahemoglobinemia
y anemia hemolitica ocurre en cierto grado en todos los individuos que reciben el farmaco.
Sin embargo existe una variabilidad significativa en el grado e importancia de los cambios

hematoldgicos [86].

Como se menciond anteriormente, la hematotoxicidad de la DDS estd directamente
relacionada con la formacion de metabolitos N-hidroxilados del farmaco, dichos
metabolitos, ademas de sintetizarse mediante la participacion de varias familias del
citocromo P450, son producidos por otras enzimas hepéaticas, como la flavin-
monooxigenasa y la sintetasa de la prostaglandina H. Adicionalmente, la N-hidroxilacion
de la DDS se encuentra caracterizada de manera periférica por accion de la

mieloperoxidasa de los leucocitos polimorfonucleares [86-88].

Los metabolitos hidroxilados de la DDS (N-hidroxildapsona y N-acetil-hidroxildapsona)
son potentes agentes oxidantes y su capacidad para auto-reducirse facilmente, hacen que
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una sola molécula de N-hidroxildapsona pueda oxidar hasta 160 moléculas de
hemoglobina. EI mecanismo por el cual los eritrocitos pueden amortiguar los efectos del
estrés oxidante generado por tales metabolitos se encuentra relacionado con el re-
abastecimiento de glutation reducido y con la incorporacién en la via de las hexosas

monofosfato para reducir la hemoglobina, reparando asi el dafio oxidante [68, 87, 89].

Debido a que los eritrocitos no pueden realizar la sintesis de proteinas, su habilidad para
soportar el estrés oxidante de los metabolitos hidroxilados de la DDS decrece con el
tiempo, dejando de amortiguar la accion de especies oxidantes y de los radicales tiilo del
glutation y de la hemoglobina formados a consecuencia del dafio oxidante. Dicha
incapacidad, conduce a la formacion de aductos entre la hemoglobina y la proteinas
citoesqueléticas del eritrocito, modificando asi sus propiedades estructurales y de fluidez

membranal, por lo que a su paso por el bazo, es destruido [90-92].

La susceptibilidad a los eventos adversos de naturaleza hematoldgica se encuentra
aumentada en aquellos individuos que padecen una deficiencia en la enzima glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa. Dicha deficiencia resulta en una alteracion del uso de la desviacion
de la hexosa monofosfato y en una disminucion del abastecimiento de glutation. El

mecanismo de este efecto adverso se muestra en la figura 7.
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Metahemoglobina Reductasa

HB -+ DDS-NOH ~ O, > MetHB + DDS-NOH - H,O

NADP" NADPH
Glucosa—* Glucosa-6-fosfato 6-fosfogluconato )4;- 5-fosfato

o (en caso de deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa)

NADP™ NADPH
M GSSG

| (Glutation reducido) (Glutation oxidado)

Figura 7. Formacion de metahemoglobina en sujetos normales y deficientes de glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa [68].

El efecto adverso méas importante después de la anemia hemolitica es la
metahemoglobinemia. La metahemoglobina es formada, cuando el fierro que se encuentra
en la estructura hemo es oxidado a su estado férrico por los metabolitos N-hidroxilados de
la DDS. La reversion a estado ferroso, requiere de glutation reducido y de la accion

enzimatica de la metahemoglobina reductasa [69, 91].

La metahemoglobina no tiene la capacidad de transportar oxigeno y cuando alcanza
concentraciones mayores al 30% en individuos normales existe un impacto sobre el sistema
fisiologico que lleva a cabo el abastecimiento de oxigeno. La importancia clinica de la
metahemoglobinemia en un paciente se encuentra relacionada con su nivel de hemoglobina
y su reserva cardiopulmonar. Los principales sintomas y signos de toxicidad incluyen:

somnolencia, dolor de cabeza, disnea y la aparicion de cianosis [52, 93].
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Para disminuir la hemolisis y los niveles de metahemoglobinemia en pacientes a los cuales
se les administra DDS, se han utilizado diversas estrategias como la administracién de 800
Ul/dia de vitamina E como agente antioxidante, la coadministracion de cimetidina para
inhibir la N-hidroxilacion de la DDS, y en casos de metahemoglobinemia severa la
administracion oral de azul de metileno (100-300 mg/dia o bien 1mg/kg por via intravenosa
en 5 minutos con repeticiones hasta la normalizacion del nivel de hemoglobina). La
administracion de azul de metileno se realiza con la finalidad de estimular la activacion de
la metahemoglobina reductasa dependiente de NADH. Dicha via de reduccién, requiere de
la actividad de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, por lo que aquellos individuos con una
deficiencia de esta enzima, no responden al tratamiento [94-96].

1.5.7.2. Efectos adversos idiosincréasicos

Los mecanismos de los efectos adversos idiosincrasicos de la DDS se hallan poco
estudiados por lo que su comprension es menor a los efectos adversos farmacolégicos.
Estos efectos no son dependientes de la dosis y no existe un criterio clinico para predecir su
desarrollo. Entre los mas comunes se encuentran: dolor de cabeza, agranulocitosis,
neuropatia, erupciones cutaneas, ademas de algunos transtornos neuroldgicos y

gastrointestinales que son muy poco frecuentes [97-100].

1.5.7.3. Analogos de dapsona y metahemoglobinemia

Existe una gran cantidad de reportes en la literatura acerca de estudios realizados in vitro
utilizando microsomas de rata 0 humanos en incubacion, cuya finalidad es la de comparar
el efecto hematotoxico de diversos analogos estructurales de la DDS con respecto a la
molécula original. En dichos estudios se han aplicado diferentes estrategias para la sintesis
organica de las moléculas propuestas, modificando la posicion de los grupos amino en los
anillos aromaticos de la molécula, afiadiendo grupos funcionales y variando su posicion en

la estructura diaminodifenilo [101-103].

Aungue muchas de las moléculas disefiadas por diferentes grupos de investigacion han
demostrado un perfil toxicoldgico favorable, resulta de particular interés para nuestro

trabajo el antecedente experimental de Coleman et al., (1999), cuyo grupo sintetizé una
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serie de 29 analogos de la DDS para llevar a cabo un analisis estructura/toxicidad-actividad
(QSAR). En dicho estudio, algunos compuestos N,N’-dialquilados, entre los cuales se
encontraba la molécula N,N’-dimetilada, disminuyeron hasta en un 80 por ciento el
porcentaje de metahemoglobina producido en comparacion con incubaciones microsomales
hechas en presencia de DDS unicamente. En curvas dosis-respuesta elaboradas incubando
los microsomas en presencia de una mezcla de diferentes proporciones de DDS vy del
analogo N,N’-dimetilado, se encontré que a mayores concentraciones de DDS, la
formacion de hemoglobina era inhibida por la presencia de la N,N’-dimetildapsona, lo cual
podria indicar que el metabolismo del grupo amino primario de la DDS y el del grupo
amino secundario del analogo estaria siendo catalizado por la misma enzima [104]
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2. JUSTIFICACION

La excitotoxicidad por glutamato es un proceso patolégico involucrado en diferentes
enfermedades neuroldgicas y crénico-neurodegenerativas que tienen una alta prevalencia
en México y el mundo como lo son: la epilepsia, los traumatismos, los accidentes cerebro-
vasculares y la enfermedad de Huntington entre otras; dichos padecimientos requieren de

nuevas opciones y estrategias de terapia farmacologica para su tratamiento.

El presente trabajo tiene como uno de sus objetivos corroborar el amplio potencial
terapéutico de la dapsona en condiciones clinicas que generan excitotoxicidad por
glutamato. Ademas, con base en el antecedente experimental de Ldpez-Naranjo et al.
(2003), quienes encontraron efecto anticonvulsivante en el derivado N,N’-dimetilado de la
dapsona en el modelo de crisis provocadas por el agonista de glutamato, acido kainico,
proponemos la obtencion y caracterizacion estructural de cuatro derivados N,N’-
dialquilados, con la finalidad de aumentar el paso del farmaco a través de la barrera
hematoencefalica y disminuir los efectos adversos asociados a la formacidon de metabolitos
N-hidroxilados, como se ha demostrado en el caso de los andlogos N-N’-dimetilado y N-

N’-dietilado en modelos in vitro.

29



3. HIPOTESIS

La adicion simétrica de sustituyentes alquilo a los grupos amino de la 4,4’-
diaminodifenilsulfona aumentard su efecto como agente neuroprotector,
ademas de reducir su hematotoxicidad al inhibir la formacion de metabolitos

N-hidroxilados.
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

Sintetizar cuatro analogos N,N’-dialquilados de la 4,4’-diaminodifenilsulfona, evaluar su
actividad neuroprotectora en un modelo experimental de neuroexcitotoxicidad por acido
quinolinico en ratas Wistar macho adultas y determinar sus principales pardmetros de
toxicidad hematica.

4.2. PARTICULARES
e Obtener y caracterizar fisicoquimica y estructuralmente una serie analoga con los

siguientes cuatro derivados de la 4,4’-diaminodifenilsulfona:

o N,N’-dimetil-4,4’-diaminodifenilsulfona
o N,N’-dietil-4,4’-diaminodifenilsulfona

o N,N’-dipropil-4,4’-diaminodifenilsulfona
o N,N’-dibutil-4,4’-diaminodifenilsulfona

e Evaluar el efecto neuroprotector de los compuestos obtenidos mediante una prueba
de conducta de giro, y la determinacion del contenido estriatal de GABA en el
modelo de neuroexcitotoxicidad por inyeccion intraestriatal de acido quinolinico en

ratas Wistar macho adulto.

e Determinar la toxicidad hematica de los analogos propuestos.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. REACTIVOS
- Sintesis orgénica

4,4’-diaminodifenilsulfona >97.0% (Aldrich, E.U.A.)
Acetato de etilo 99.6% (J.T. Baker, México)

Acido clorhidrico 36.5-38.0% (J.T. Baker, México)
Acido sulfurico 95.0-98.0% (J.T. Baker, México)
Bromuro de butilo >99.0% (Sigma-Aldrich, E.U.A.)
Bromuro de etilo >99.0% (Sigma-Aldrich, E.U.A.)
Bromuro de propilo >99.0% (Sigma-Aldrich, E.U.A.)
Carbonato de potasio 99.9% (Merck, Alemania)
Cloroformo 99.9% (Técnica Quimica, México)
Cloruro de tosilo >99.0% (Sigma-Aldrich, E.U.A.)
Dimetilformamida > 99.8% (J.T. Baker, México)
Hexano 95% (Técnica Quimica, México)

Hidréxido de amonio 28.0-30.0% (J.T. Baker, México)
Toduro de metilo >99.0% (Sigma-Aldrich, E.U.A)
Piridina >99.0% (J.T. Baker, México)

- Evaluacion farmacoldgica, toxicoldgica y analisis cromatogréafico
Acetonitrilo > 99.8% (Mallinckrodt Chemicals, México)
Acido acético glacial >99.5% (J. T. Baker, México)
Acido quinolinico 99.0% (Sigma-Aldrich, E.U.A)
Acido B-mercaptopropionico >99.0% (Sigma-Aldrich, E.U.A))
Acido y-aminobutirico >99.0% (Sigma-Aldrich, E.U.A.)
Cianuro de potasio > 98.0% (Técnica Quimica, México)
Clorhidrato de apomorfina >98.0% (ICN Biomedicals INC, E.U.A.)
Dimetilsulfoxido 99.9% (J.T. Baker, México)
Ferrocianuro de potasio > 98.0% (Sigma, E.U.A.)
Pentobarbital sédico 63 mg/mL (Anestesal-Pfizer, México)
Saponina 8-25% (Sigma-Aldrich, E.U.A)
Solucion salina fisiologica (Pisa, México)



5.2. SINTESIS ORGANICA

Obtencion de los anéalogos propuestos de la 4,4’-diaminodifenilsulfona

La sintesis organica de los cuatro analogos propuestos de la 4,4’-diaminodifenilsulfona, se

realizo en tres etapas.
5.2.1. N,N’-ditosilacion de los grupos amino de la 4,4’.diaminodifenilsulfona

Se disolvieron 0.025 moles de 4,4’-diaminodifenilsulfona en 25 mL de piridina seca y a la
solucidn resultante se le afiadié gota a gota una solucion de 0.053 moles de cloruro de tosilo
también disueltos en piridina. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente durante 24 horas (Fig. 8) [105]. Posteriormente se afiadieron 150 mL
de agua y se filtr6 el solido resultante, lavandolo abundantemente con agua Yy
posteriormente con acetato de etilo. La purificacion del compuesto se realiz6 mediante

cromatografia en columna de silica gel con una fase maévil de hexano-acetato de etilo 6:4.
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Figura. 8. Reaccion de la N,N’-ditosilacion de la 4,4’-diaminodifenilsulfona.

5.2.2. N,N’-dialquilacion de los grupos amino del intermediario N,N’-ditosilado de la
4,4’-diaminodifenilsulfona

Se disolvieron 3.6 mmoles de N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona en 25 mL de
dimetilformamida y se mezclaron con 8.28 mmoles de carbonato de potasio previamente
disueltos en 5 mL de agua. A la mezcla obtenida se le adicionaron 10.3 mmoles del haluro
de alquilo correspondiente al sustituyente deseado (yoduro de metilo, bromuro de etilo,
bromuro de n-propilo o bromuro de n-butilo) y se llevd a reaccion a 85 °C en un sistema de

microondas Discover (CEM) a 100 watts de potencia durante 60-120 minutos de acuerdo al
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haluro de alquilo (ciclos de 20 minutos) (Fig. 9). La mezcla de reaccién resultante se
extrajo en un sistema de acetato de etilo-agua. Posteriormente la fase orgéanica se evapord y
el producto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice con una fase

movil de cloroformo-acetato de etilo 95:5.
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Figura. 9. Reaccion de N,N’-alquilacion del compuesto ditosilado (R = -Me, -Et, -Pr y —Bu).

5.2.3. Hidrdlisis acida de los grupos tosilo

A 7.0 mmoles del compuesto N,N’-ditosilado-dialquilado se afiadi6 &cido sulfurico (0.5 mL
por cada 100 mg de compuesto) y se agité durante 6 horas (Fig. 10) [105]. La solucién
resultante se ajust6 a un pH entre 4 y 6 con hidréxido de amonio y se extrajo en un sistema
de acetato de etilo-agua. La fase organica se evapord y el residuo obtenido se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de silice con una fase movil de cloroformo-
acetato de etilo 90:10.
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Figura. 10. Hidrolisis &cida de grupos tosilo (R = -Me, -Et, -Pr y —Bu)

El andlisis estructural de todos los compuestos finales e intermediarios de reaccion
sintetizados se realizd mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
hidrégeno y de carbono (*H y *3C) utilizando un equipo Varian modelo Mercury 300

operado a una frecuencia de 300 MHz y 75.4 MHz, respectivamente. La asignacion de las
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seflales en los espectros obtenidos se llevd a cabo mediante el analisis de los
desplazamientos quimicos y de la multiplicidad de las sefiales.

De manera adicional, la determinacion de los puntos de fusion se realizd en un aparato
Bichi y los espectros de masas se midieron en un espectrometro Hewlett Packard modelo
5989-A en modo de impacto electrénico con un voltaje de ionizacion de 70 eV.

5.3. EVALUACION FARMACOLOGICA

5.3.1. Administracién del tratamiento

La 4,4’-diaminodifenilsulfona (DDS), los analogos sintetizados y de manera adicional el
intermediario N,N’-ditosilado fueron disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO) para su
administracion. Todos los animales (8-12 ratas Wistar macho entre 270 y 300 g por grupo
experimental) fueron administrados por via intraperitoneal 30 minutos antes de la inyeccion
intraestriatal de QUIN con una dosis de 12.5 mg/kg de la molécula original o con dosis
equimolares para los cuatro andlogos propuestos y para el intermediario ditosilado de
acuerdo al grupo experimental, utilizando dos grupos control (testigo y un control de dafio
positivo con QUIN intraestriatal sin tratamiento farmacoldgico) administrados Gnicamente
con DMSO.

5.3.2. Inyeccion intraestriatal de &cido quinolinico

ElI QUIN fue disuelto en solucidn salina fisiologica y se ajusté a un pH de 7.4 para preparar
una solucion con concentracion 240 nM y se administrd intraestriatalmente en las ratas
previamente anestesiadas con pentobarbital sédico (35 mg/kg intraperitoneal). La inyeccion
intraestriatal del QUIN (1 uL), se realizd utilizando un aparato extereotaxico para roedores
pequefios. Dicha inyeccion se realizé mediante la infusion del QUIN durante 2 minutos de
forma unilateral en el hemisferio derecho del cerebro de la rata, con las coordenadas 0.5
mm anterior al bregma, 3.0 mm lateral al bregma y 4.5 ventral a la dura de acuerdo al atlas
de Paxinos y Watson. Al grupo testigo se le administro Unicamente solucion salina

fisiologica con pH 7.4 [80].
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5.3.4. Prueba de conducta de giro

La conducta de giro se evaluo en grupos de 8-12 ratas Wistar macho adultas de acuerdo a
lo reportado por Santamaria et al., [79]. Seis dias después de provocar la lesion con QUIN,
se administro a las ratas con clorhidrato de apomorfina (1 mg/kg, subcutanea) disuelto en
solucidén salina fisioldgica y se colocaron en cajas de acrilico individual. EI nimero de
vueltas ipsilaterales completas con respecto al estriado lesionado se registré visualmente

durante 1 hora.

5.3.5. Determinacién de GABA intraestriatal

El contenido estriatal de GABA se determiné por cromatografia de liquidos de alta
resolucion utilizando el método modificado de Pérez-Neri et al., [106]. El cuerpo estriado
disecado 7 dias después de inducir la lesién con el QUIN y conservado a -70 °C, fue
homogenizado en 20 volumenes de una solucion de metanol grado HPLC al 85%,
utilizando un procesador ultrasonico (130 W, 40% amplitud, 15 s, 2 ciclos). Posteriormente
los homogenados se centrifugaron a 18,500 g por 15 minutos a 4°C y los sobrenadantes
obtenidos se analizaron utilizando detector de fluorescencia (serie 1100, Agilent),
realizando una derivatizacion pre-columna con o-ftalaldehido-mercaptoetanol. Los
cromatogramas se integraron y procesaron utilizando el programa ChemStation de Agilent,
Rev. 10.02. A todas las ratas se les administrd acido B-mercaptopropionico (1.2 mmol/kg) 3
minutos antes de la diseccion del cuerpo estriado con la finalidad de detener la produccion
post-mortem de GABA.

5.3.6. Cocientes de concentracion liquido cefalorraquideo-plasma

Para medir el cociente de concentracion LCR-plasma de los andlogos propuestos asi como
de la dapsona formada por su metabolismo, se anestesiaron 5-6 ratas Wistar macho adultas
(W=300-350 g) con pentobarbital sddico a una dosis de 35 mg/kg. La dapsona y los
analogos en evaluacion se administraron por via intraperitoneal a las dosis utilizadas para

los experimentos de conducta de giro y determinacion de GABA intraestriatal. Media hora
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después se extrajeron aproximadamente 150 microlitros de liquido cefalorraquideo de la
cisterna magna, realizando una puncion con una aguja calibre 23G unida a una canula de
polietileno P50 y se obtuvieron ademas mediante puncién cardiaca 2 mL de sangre, los
cuales se centrifugaron 3 minutos a 3,000 rpm para obtener el plasma[107]. Las muestras

de plasma y LCR fueron conservadas a -70°C hasta su analisis.

Para el analisis de las muestras de plasmay LCR, se desarroll6 un método de cromatografia
de liquidos de alta resolucion con un gradiente de 23% de acetonitrilo: 77% acido acético
(1.5% v/v ajustado a un pH de 4.5) a 77% de acetonitrilo: 23% acido acético (1.5% v/v
ajustado a un pH de 4.5) en 17 minutos a una velocidad de flujo de 1 mL/min con un
volumen de inyeccién de muestra de 50 pL. Las muestras de LCR fueron inyectadas
directamente para su analisis, mientras que las de plasma (500 pL) fueron desproteinizadas
con la adicion de &cido perclérico al 70% (50 pL) y neutralizadas con una solucién
saturada de carbonato de potasio (50 pL) aproximando a la composicion de la fase movil
con 400 pL de fase maévil con un 77% de acetonitrilo y centrifugando a 15,000 rpm por 15

min.

Para la determinacion de la DDS y de los anélogos, se prepararon curvas de calibracion de
7 puntos (0.1-8 pg/mL) en fase mévil y plasma, obteniéndose coeficientes de regresion para
todas las moléculas de al menos 0.99 y coeficientes de variacion de lecturas por triplicado

de los puntos mas bajos de las curvas inferiores al 11% para todas las moléculas.

5.4. EVALUACION TOXICOLOGICA

5.4.1. Perfiles de porcentaje de metahemoglobina contra tiempo

Con la finalidad de determinar la hematotoxicidad producida por los metabolitos con
capacidad oxidativa (N-hidroxilados) de la DDS y de los analogos propuestos, se
obtuvieron los perfiles del porcentaje de metahemoglobina contra tiempo de 6-8 ratas
Wistar macho adultas, con peso de 200-250 g, con tiempos de muestreo a las 0, 0.1, 0.25,
0.5, 1, 2,4, 8y 16 horas, utilizando una dosis de 25 mg/kg para la molécula original y dosis

equimolares para los anélogos en estudio.
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El porcentaje de metahemoglobina fue determinado en las muestras de sangre, mediante

una modificacion del método espectrofotométrico de Evelyn y Malloy [108].
5.4.2. Determinacion de metahemoglobina.

El ensayo utilizado para la determinacion del porcentaje relativo de metahemoglobina es
una modificacion del método original de Evelyn y Malloy (1938). El espectrofotometro UV
(Perkin Elmer, modelo Lambda 25) fue ajustado a una longitud de onda de 635 nm para

realizar las lecturas de las muestras procesadas.

Las muestras fueron procesadas de la siguiente manera:
Se tomaron 200 uL de sangre completa heparinizada y se hemolisaron con 30 segundos de
agitacion en 10 mL de una solucion buffer de fosfatos 0.02M (pH = 7.8) con 0.02% de

saponina.

El hemolisado fue alicuotado en 4 tubos, numerados del 1 al 4. El tubo # 1 (Al) permanece
como el hemolisado de la sangre total. A los tubos #2 (A2) y #4 (A4) se les afadié una

alicuota de 50 pL de una solucion de ferrocianuro de potasio al 20%.

Finalmente una alicuota de 50 pL de una solucién de cianuro de potasio al 10% se afiadio a
los tubos #3 (A3) y #4 (A4). Los niveles relativos de metahemoglobina fueron calculados

mediante la siguiente férmula:

) Al — A2
% Metahemoglobina = (

—— | X 100
A3 — A4)
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5.5. TRATAMIENTO DE DATOS

Para el andlisis de datos, se utilizaron las pruebas no paramétricas de Kruskall-Wallis y U
de Mann-Whitney debido a que la homogeneidad de varianza entre los grupos
experimentales resulto significativamente diferente (p < 0.05). Dichas pruebas estadisticas
se realizaron mediante el paquete de software S.S.P.S v14.0.

6. RESULTADOS

6.1. Sintesis organica
La sintesis de los anédlogos se realizd en tres etapas. A continuacion se encuentran los datos

de caracterizacion fisicoquimica y estructural de cada uno de los compuestos obtenidos.

6.1.1. Producto de la N,N’-ditosilacion de los grupos amino de la 4,4’-

diaminodifenilsulfona

Datos de caracterizacion

N°N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Fig 11.)

Rendimiento 71%; polvo fino blanco, ligeramente soluble en acetato de etilo,
moderadamente soluble en cloroformo y acetona; punto de fusion (p. f.) 261-262 °C; RMN
de *H (300 MHz, CDCls) & ppm 7.72 (2A2, 8H, J = 8.8), 7.40 (sa, 2H, -NH-), 7.25 (Xz, 4H,
J =8.0), 7.14 (X2, 4H, J = 9.1), 2.41 (s, 6H, -CH3), ver figs. 12 y 13; RMN de 3C (75.4
MHz, CDClz) 6 ppm 144.0, 142.6, 136.2, 135.3, 129.0, 128.9, 126.7, 118.4, 20.9 (Fig. 14);
EMIE m/z: 556.15 calculada para C26H24N20eSs.

Tos O Tos
040

Figura 11. N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Tos-DDS)
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" DDS-3

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: cdcl13
Ambiant temperature

Sample #3

Mercury-300BB "auxtliar" 9 ]
Date :Nov 7 2007

Relax. delay 1.358 sec
Pulse 68.5 degrees
Acyg. time 3.642 sec
Width 4496.4 Hz 11 12
4 repatitions
OBSERVE H1, 300.0441676 MHZ
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 36 sec

-CH3

o 1L

U‘l _J L i A R

8 7 6 S q 3 z ppm
I s e [ [
29,38 19.21 22.66
7.67 15.54 5.54

Figura 12. Espectro de RMN de 'H de la N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Tos-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una
frecuencia de 300 MHz en cloroformo deuterado (CDCls). Se indica la asignacion tentativa en base a los efectos electronicos de la sefial simple correspondiente a
la de los protones de los grupos metilo pertenecientes a los sustituyentes tosilo de la molécula.
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Figura 13. Ampliacion de la region que comprende entre las 7 -8 ppm del espectro de RMN de *H de la N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Tos-DDS),
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una frecuencia de 300 MHz en CDCls. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas en base a
los efectos electronicos de los protones correspondientes a los 2 sistemas A;X, de los anillos aromaticos de la molécula, asi como la sefial sencilla ancha
correspondiente a los grupos amino.
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13C OBSERVE

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: dmso
Ambient temperature
Sample #4 11
Mercury-300BB "auxiliar"
Date :Jan 30 2008

Relax. delay 2.000 sec

Pulse 55.7 degrees

Acq. time 1.764 sec

Width 18867.9 Hz

2720 repetitions
OBSERVE C13, 75.4465557 MHz
DECOUPLE H1, 300.0470478 MHz
Power 33 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 131072

Total time 56 hr, 17 min, 51 sec

12 1

0
©°

~

(el
-
[

129.984
128.885
126.718

~— 40,057
—38.947
1
0
X
W

20.996

c9’lc 11’

143.966
— 142.615
-118.361

135.282
~——40.336

—38.668

_—136.246

: 'C41,Cy
CyCy | C 7,CT

ClOICIO' |

WA

—T T T 1 7 T

L I
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

LI S B e e 5 L S S B B B S B (R S B B S SN B B S B B S B B B EE B S B S B S B B S R

Figura 14. Espectro de RMN de *3C de la N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Tos-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una
frecuencia de 75.4 MHz en CDCls. Se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electronicos de las sefiales correspondientes a los carbonos de la
molécula. La sefial en 20.996 ppm, corresponde a los carbonos de los grupos metilo de los grupos tosilo presentes en la molécula.
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6.1.2. Productos de la N,N’-dialquilacién de los grupos amino del intermediario N,N’-
ditosilado de la dapsona

Un resumen de la estructura de las moléculas obtenidas durante la segunda etapa de la

sintesis, se encuentra en la tabla 1.

TABLA 1. Estructura de los intermediarios N,N’-dialquilados de la N’N’-ditosil-4,4’-
diaminodifenilsulfona

Tos

~_
OO0
=
~

Molécula R
N,N’-dimetil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona -H
N,N’-dietil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona -CH3
N,N’-dipropil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona -CH,-CH;
N,N’-dibutil-N,N’-ditosil4,4’-diaminodifenilsulfona -(CH),-CH3

Datos de caracterizacion

N,N’-Dimetil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona

Rendimiento 57%; polvo blanco cristalino fino, soluble en acetato de etilo, cloroformo y
diclorometano; p. f. 222-223°C; RMN de *H (300 MHz, CDCls) & ppm 7.86 (A2, 4H, J =
8.9), 7.40 (A2, 4H, J = 8.2), 7.30 (X2, 4H,, J = 8.9), 7.25 (B2, 4H, J = 7.9), 3.17 (s, 6H, -N-
CHj3), 2.41 (s, 6H, -CHa), ver Figs 15y 16; RMN de **C (75.4 MHz, CDCls) § ppm 146.2,
144.3, 138.9, 132.9, 129.7, 128.4, 127.6, 126.1, 37.4, 21.5 (Fig. 17); EMIE m/z: 584.25
calculada para C2sH2sN206Ss.
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N,N’-Dietil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona

Rendimiento 59%; polvo blanco cristalino fino, soluble en acetato de etilo, cloroformo y
diclorometano; p. f. 191-192°C; RMN de 'H (300 MHz, CDCIz) & ppm 7.90 (d, 4H, J =
8.8), 7.45 (d, 4H, J = 8.2), 7.24-7.29 (m, 8H), 3.61 (cuadruple , 4H, -CH»-), 2.42 (s, 6H, -
CHjs), 1.08 (t, 6H, -N-CHj3), ver Figs. 18 y 19; RMN de *C (75.4 MHz, CDCls) § ppm;
144.0, 143.9, 139.7, 129.7, 128.6, 127.4, 45.1, 21.5, 13.9 (Fig. 20); EMIE m/z: 612.30
calculada para CaoH32N206Ss.

N,N’-Dipropil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona

Rendimiento 65%; polvo blanco cristalino fino, soluble en acetato de etilo, cloroformo y
diclorometano; p. f. 149-150°C; RMN de 'H (300 MHz, CDClz) & ppm 7.89 (d, 4H, J =
8.8), 7.43 (d, 4H, J = 8.3), 7.22-7.28 (m, 8H), 3.50 (t, 4H, -CH>-), 2.42 (s, 6H, -CH3), 1.43
(sext, 4H, -CHy-), 0.87 (t, 6H, -N-CHs), ver Figs. 21 y 22; RMN de C (75.4 MHz,
CDCIs) 6 ppm; 144.3, 143.9, 139.7, 134.8, 129.7, 128.8, 128.6, 127.5,51.7, 21.5, 21.4, 10.9
(Fig. 23); EMIE m/z: 640.30 calculada para C32H3sN2OgSa.

N,N’-Dibutil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona

Rendimiento 52%; polvo fino blanco, soluble en acetato de etilo, cloroformo y
diclorometano; p. f. 185-186°C; RMN de H (300 MHz, CDCIs) & ppm 7.89 (d, 4H, J =
8.5), 7.43 (d, 4H, J = 8.2), 7.24-7.28 (m, 8H), 3.53 (t , 4H, -CH>-), 2.42 (s , 6H, -CH3),
1.25-1.411 (m, 8H, -CH>-), 0.85 (t, 6H, -N-CHj3), ver Figs. 24 y 25; RMN de C (75.4
MHz, CDClz) 6 ppm; 144.3, 143.9, 139.7, 134.7, 129.7, 128.8, 128.6, 127.5, 49.7, 30.1,
21.54, 19.54, 13.48 (Fig. 26); EMIE m/z: 668.25 calculada para CssHaoN206Ss.
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DDS-4
STANDARD LH OBSERVE -CH3

Sample directory: auto_23Nov2007

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: cdc13d Q
Ambient temperature
Date : Mov 23 2007 ||
Sample #5
File: 0201 5N

Mercury-300 ‘“cel" ”

Relax. delay 1.000 sec o]
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 3.636 sec M

width 4800.8 Hz

256 repetitions
OBSERVE HL, 300.0751828 MHz

DATA PROCESSING . —CH
FT size 65536 3
Total time 21 min, 22 sec

N—3

__,Nﬂ_m N (VW k_,ﬂ

AL LA A LN AL EL I A R A L R R N R NN B S B S RO S S AL R SR S R S S N B R B SN S LA S S B S e Sy Eht S L S iy AR e B
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 a.s 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm
[E— [ — [— —ye
13.96 23.96 2].5‘4

3.89 21.65

Figura 15. Espectro de RMN de 'H de la N,N’-dimetil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona, obtenidoen un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia
de 300 MHz en CDCls. Se indica en color la asignacion tentativa en base a los efectos electronicos de las sefiales simples correspondientes a la de los protones de
los grupos metilo presentes en la molécula.
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Figura 16. Ampliacién de la regién que comprende entre las 7 -8 ppm del espectro de RMN de *H de la N,N’-dimetil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona,
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia de 300 MHz en CDCls. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas en base a los
efectos electronicos de los protones correspondientes a los sistemas A;B, y A2X, correspondientes a los anillos aromaticos de la molécula.
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DDS-4
STANDARD 1H OUBSERVE

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/ 9 8
Sample directory: auto_23Nov2007

Pulse Sequence: s2pul 10

Solvent: cdci3

Ambient temperature

Date : Nov 23 2007

Sample #5

File: 0202 1
Mercury-300 "cel"

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.764 sec

width 16977.9 Hz

25000 repetitions

OBSERVE C13, 75.4539687 MHz
DECOUPLE H1, 300.0766856 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING 9
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536 !
Total time 26 hr, 45 min, 32 sec 10
~
. 11"
=Y
“Ya
o g™
C3,Cs ‘.2‘.§ o
C3,Cs LLf= °
© @ ~
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Cg4Cyy 216 3
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2] - b <
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Ci10C10o’ I CorC1z
C8'1c12'
oo " / _ _
\ |
1 |_ _uJL_ M J L
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Figura 17. Espectro de RMN de *3C de la N,N’-dimetil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona, obtenido en un equipo mod. Mercury 300 a una frecuencia de
75.4 MHz en CDCls. En el espectro se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electronicos de las sefiales correspondientes a los carbonos de la
molécula.
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DDS-6
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: /export/home/vnmrisvnmrsys/data
Sample directory: auto_07Dec2007

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl13 9 8
Ambient temperature

S?mple #2

File: 0401

Mercury-300BB "auxiliar" 10 7 'CH3
Date :Dec 7 2007
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 3,642 sec 1 12
width 4793.9 Hz
32 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0441659 MHz

DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 3 min, 1 sec

-CH;

8' 9
7 10
12 1v
-CH,-
I .
- -
- - I~
- - —/ = A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 ppm
P ) e — —_ e
11.97 26.80 18.42
11.74 12.49 18.58

Figura 18. Espectro de RMN de ‘H de la N,N’-dietil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona, obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia
de 300 MHz en CDCls. Se indica en color la asignacion tentativa en base a los efectos electrénicos de las sefiales correspondientes a la de los protones de los
grupos alquilicos presentes en la molécula.
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Figura 19. Ampliacion de la region que comprende entre las 7 -8 ppm del espectro de RMN de 'H de la N,N’-dietil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona,
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia de 300 MHz en CDCls. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas en base a los
efectos electrénicos de los protones correspondientes a los sistemas A;B2 y A2X, correspondientes a los anillos arométicos de la molécula.
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DDS-6
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/date
Sample directory: auto_07Dec2007 10

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Sample #2 11
File: 0402
Mercury-300BB "auxiliar"
Date :Dec 7 2007

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.767 sec

Width 15822.8 Hz

5000 repetitions
OBSERVE C13, 75.4461676 MHz
DECOUPLE H1, 300.0456226 MHz
Power 33 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz 8' 9
FT size 65536
Total time 3 hr, 57 min, 46 sec ,
7' 10
L3
@ ¥
85 120 11

—129.687
128.829

C3,C5 ::22
Cs,Co s
C,/Ce
C,,Ce -CH--

© Co,C11 2 @

a8 CoyCut = ke =

o - w 3

A © S

[ Cs,C1>
B CgvCya
<
2
- '(:'*3
CH,
Ci10/Ci0’ c,,C
c,,C,.
Ca/Car e
s i y , resiine " " M . " bop R B Ao
e R S o e o e S, B A e et S T o e S
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Figura 20. Espectro de RMN de *3C de la N,N’-dietil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona, obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia
de 75.4 MHz en CDCls. En el espectro se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electrénicos de las sefiales correspondientes a los carbonos de
la molécula.
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ons-7
STANDARD 1H OBSERWVE

Archive dirsctory: fexportfhome/vnmrl/fvnmrsys/data
Sample directory: auto_0ZApr2idy

Pulse Sequence: s52pul

Solvent: cdcld 9 8
ambignt temperature

Date : Apr 2 2004 10

sample #1

File: 0101

Marcury-3pa “cegl"

Relax. delay 1.080 sec 11
Pulse 45.0 degrees 12
Acg. time 3.836 jec

Width 4803.1 Hz
a2 repetitions
DBSERVE H1, 300(0751847 HHz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 2 min,|52 sec

g 9
7 10
120 11
’
a, o
L

-‘::}i:s

Ut L .
R T T S e s e T N ———————.
8 7 [ 5 q 2
10,68 " 2500 s 1590
10.54 18.86

"‘: |'|:3

10.98

Figura 21. Espectro de RMN de *H de la N,N’-dipropil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona, obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una
de 300 MHz en CDCls. Se indica en color la asignacion tentativa en base a los efectos electronicos de las sefiales correspondientes a la de los protones de los

grupos alquilicospresentes en la molécula.
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Figura 22. Ampliacion de la region que comprende entre las 7 -8 ppm del espectro de RMN de *H de la N,N’-dipropil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona,
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia de 300 MHz en CDCls. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas en base a los
efectos electrdnicos de los protones correspondientes a los sistemas AzB2 y A2X2 correspondientes a los anillos aromaticos de la molécula.
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Archive directory: fexport/home/vnmrl/vamrsys/data
Sample direclory: auto_0ZAprZ2eod

Pulse Seguenca: sZpul

Solvent: cdeld
Ambient temparature 9 8 o
Date : Apr 2 Z009

Sample #1

File: o102 10
Marcury—3080 ‘cel™

Relax. delay Z.900 sec

Pulse 45.9 dagrees

Acg. time L.764 Sec 11 12
Width 1888F.3 Hz

20000 repetikions

OBSERVE C13, 75.4539662 MHz
DECOUPLE HI1, 300.07C6856 MHI
Power 38 dB

cont inuous 1y om

WALTZ-16 modulated

DATA PRDCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 131072

Total time 21 hr, 26 min, 29 sec

g 9
7 10
12 171
G,Cs
C;,Cs
gzr%i
C9,C11 2'1~6"
Co/Ciy
gsr%z
87 C12 -
CH,
9
B’B -CH3
CIDICIO'
C,,Cy 2
C,/Cy a, o
CaCo
A N I.
A e T T L A T T T T T T I T o T B M A S S T e e B T A R Bt B B S I
160 140 120 100 80 60 an 20 0 ppm

Figura 23. Espectro de RMN de *C de la N,N’-dipropil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona, obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una
frecuencia de 75.4 MHz en CDClIs. En el espectro se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electrénicos de las sefiales correspondientes a los
carbonos de la molécula.
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DDS_11
¥ Pulse Sequence: s2pul -CH3

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Mercury-300BB "auxiliar™

10 Date :Nov 25 2008

Relax. delay 1.358 sec

Pulse 68.5 degrees

Acq. time 3.642 sec

Width 4496.4 Hz

32 repetitions
OBSERVE H1, 300.0441670 MHz
DATA PROCESSING

11 12

FT size 32768
Total time 3 min, 57 sec

"(: |'|:3

7' 10

T— [T E— [E— — ) S [—
8.51 18.61 13.02 23.80
8.26 8.85 3.80 15.16

Figura 24. Espectro de RMN de *H de la N,N’-dibutil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona, obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia
de 300 MHz en CDCls. Se indica en color la asignacion tentativa en base a los efectos electrénicos de las sefiales correspondientes a la de los protones de los
grupos alquilicos presentes en la molécula.
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Figura 25. Ampliacion de la regién que comprende entre las 7 -8 ppm del espectro de RMN de *H de la N,N’-dibutil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona,
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia de 300 MHz en CDCls. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas en base a los
efectos electrdnicos de los protones correspondientes a los sistemas AzB2 y A2X> correspondientes a los anillos aromaticos de la molécula.
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Figura 26. Espectro de RMN de *3C de la N,N’-dibutil-N,N’-ditosil-4,4’-diaminodifenilsulfona, obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia
de 75.4 MHz en CDCls. En el espectro se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electrénicos de las sefiales correspondientes a los carbonos de
la molécula.
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6.1.3. Productos de la hidrolisis acida de los grupos tosilo

Un resumen de la estructura de las moléculas obtenidas durante la tercera y Gltima etapa de
la sintesis, se encuentra en la tabla 2, asi como las abreviaturas utilizadas en la seccién de la

evaluacion bioldgica.

TABLA 2. Estructura y nomenclatura de los analogos N,N’-dialquilados de la 4,4’-
diaminodifenilsulfona obtenidos.

H © H
\ C/ I C /
N S N
/ | \
R 0 R
Molécula R Abreviatura en texto
N,N’-dimetil-4,4’-diaminodifenilsulfona -CH; Me-DDS
N,N’-dietil-4,4’-diaminodifenilsulfona -CH,-CH; Et-DDS
N,N’-dipropil-4,4’-diaminodifenilsulfona -(CH2),-CHjs Pr-DDS
N,N’-dibutil-4,4’-diaminodifenilsulfona -(CH2)3-CHjs Bu-DDS

Datos de caracterizacion de los analogos propuestos:

N,N’-Dimetil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Me-DDS)

Rendimiento 98%; polvo color crema cristalino soluble en acetato de etilo, cloroformo y
diclorometano; p. f. 187-188°C; RMN de 'H (300 MHz, CDCls) § ppm 7.68 (A2, 4H, J =
8.9), 6.53 (X2, 4H, J = 8.9), 4.22 (sa, 2H, -NH-), 2.84 (s, 6H, -CHj3), ver Figs. 27 y 28;
RMN de C (75.4 MHz, CDCl3) § ppm 152.3, 129.8, 129.0, 111.4, 30.1 (Fig. 29); EMIE
m/z: 276.15 calculada para C14H16N205S.
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N,N’-Dietil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Et-DDS)

Rendimiento 93%; polvo blanco cristalino fino soluble en acetato de etilo, cloroformo y
diclorometano; p. f. 182-183°C; RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & ppm 7.66 (Az, 4H, J =
8.9), 6.52 (X2, 4H, J = 8.9), 4.06 (sa, 2H, -NH-), 3.15 (quint , 4H, -CH>-), 1.24 (t, 6H, -
CHsa), ver Figs. 30 y 31; RMN de 3C (75.4 MHz, CDCl3) § ppm 151.4, 129.7, 129.1, 111.6,
37.9, 14.5 (Fig. 32); EMIE m/z: 304.41 calculada para C16H20N20:S.

N,N’-Dipropil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Pr-DDS)

Rendimiento 71%; polvo blanco cristalino fino altamente soluble en acetato de etilo,
cloroformo y diclorometano; p. f. 170-171°C; RMN de H (300 MHz, CDCls) & ppm 7.49
(A2, 4H, J = 8.9), 6.58 (X2, 4H, J = 8.9), 6.54 (t, 2H, -NH-), 2.98 (cuéadruple, 4H, -CH>-),
1.52 (sext, 4H, -CHy-), 0.90 (t, 6H, -CHs), ver Figs. 33 y 34; RMN de 3C (75.4 MHz,
CDCls) & ppm 152.2, 128.4, 127.8, 110.9, 44.1, 21.6, 11.5 (Fig. 35); EMIE m/z: 332.25
calculada para C1sH24N20:S.

N,N’-Dibutil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Bu-DDS)

Rendimiento 73%; polvo blanco fino soluble en acetato de etilo, cloroformo y
diclorometano; p. f. 143.144°C; RMN de *H (300 MHz, CDCl3) § ppm 7.65 (A, 4H, J =
8.9), 6.52 (X2, 4H, J = 8.9), 4.09 (sa, 2H, -NH-),3.10 (cuadruple, 4H, -CH>-), 1.58 (quint,
4H, -CHy-), 1.40 (sext, 4H, -CH2-), 0.94 (t, 6H, -CHs), ver Figs. 34 y 35; RMN de *C (75
MHz, CDCl3) 6 ppm 151.5, 139.6, 129.1, 111.6, 43.0, 31.2, 20.1, 13.8 (Fig. 36); EMIE m/z:
360.15 calculada para C2oH2sN20>S.
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0DsS-5
STANDARD 1H OBSERVE

Sample
File: [PROTON

Pulse Seguence: s2pul

Solvenk: cdcl3
Ambient temperature
Date : |Nov 29 2007
Sample
Mercuryr3oo “cel"

el
o

Relax | delay 1.000 sec
Pulse |#5.0 degrees
Acq. me 3.636 sec
Width |#800.8 Hz

40 repptitions

-~

OBSERVE HL, 300.0751845 MHz
NG

DATA PRPCESSI
FT s1z4| 65536
Total tfime 3 min, 32 sec

Archi directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Edlrectory: auto_29Nov2o07

-NH-

J ,,

anL__# ‘\«___.. B _.Jlll'\_Jle

—_— ,
a 3 2 ppm

_— | S

38.72

Figura 27. Espectro de RMN de 'H de 1a N,N’-dimetil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Me-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia
de 300 MHz en CDCls. Se indica en color la asignacion tentativa en base a los efectos electronicos de las sefiales correspondientes a la de los protones de los
sustituyentes alquilicos y de los grupos amino presentes en la molécula.
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Figura 28. Ampliacion de la region que comprende entre las 6 -8 ppm del espectro de RMN de *H de la N,N’-dimetil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Me-DDS),
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una frecuencia de 300 MHz en CDCls. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas en base a
los efectos electrénicos de los protones correspondientes al sistema A2X> de los anillos arométicos presentes en la molécula.
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DDS-5
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/daté
Sample directory: auto_29Nov2007

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Date : Nov 29 2007
Sample #5

File: 0502
Mercury-300 ‘"cel"

Relax. delay 2.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.764 sec

Width 16977.9 Hz

1792 repetitions
OBSERVE C13, 75.4539666 MHz
DECOUPLE H1, 300.0766856 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 5 hr, 21 min, 9 sec

S .
2 ® ¥ 2
- 3 :gr\

. Q

~ (:2I(:6 (:3,(:5 :

a C2,Cq | C3,Cs: |

Car Ca Cy Cy ?
LL o . ML__ 1
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 29. Espectro de RMN de *3C de la N,N’-dimetil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Me-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una
frecuencia de 75.4 MHz en CDCls. En el espectro se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electronicos de las sefiales correspondientes a los
carbonos de la molécula.
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DDS-8
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: /expurt/home/vnmrl/vnnrsys/data
Sample directory: auto_280ct2008-22:19:48

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Date : Oct 28 2008
Sample #2

File: 0401
Mercury=-300 "cel"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 3.636 sec
Width 4803.1 Hz

32 repetitions

OBSERVE H1, 300.0751857 MHz

DATA PROCESSING
FT size 65536

Total time 2 min, 52 sec

H2, H6 - H2',H6’

-CH»

H3, H5 - H3’, H5'
'CHz
-
-NH- //[
p » .j{’ E P
| u
t ) ]UL _}L M L J (-
T T T T L B N T T T T T — =T =T
7 6 5 4 ppm
P A F—
17.92 9.26 75
19.25 19.53 29.28

Figura 30. Espectro de RMN de *H de la N,N’-dietil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Et-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia de
300 MHz en CDCls. Se indica en color la asignacion tentativa en base a los efectos electrénicos de las sefiales correspondientes a la de los protones de los
sustituyentes alquilicos y de los grupos amino presentes en la molécula.
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Figura 31. Ampliacién de la region que comprende entre las 6 -8 ppm del espectro de RMN de *H de la N,N’-dietil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Et-DDS),
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una frecuencia de 300 MHz en CDCls. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas en base a
los efectos electrénicos de los protones correspondientes al sistema A2X> de los anillos arométicos presentes en la molécula.
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pDos-8
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: /export/home/vnmrl/vamrsys/data
Sample directory: auto_280ct2008-22:19:48

Pulse Seguence: s2pul

Solvent: cdcl3

Ambient temperature
Date : Oct 28 Zz2o0o&
Sample #2

File: 0402
" Mercury-300 ‘'cel"

Relax. delay 2.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.761 sec

Width 17006.8 Hz

11328 repetitions
OBSERVE Cl13, 75.4539664 MHz
DECOUPLE H1l, 300.0766856 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
ODATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 21 hr, 23 min, 26 sec

(:21(:6
(:2?(:5’
Cs,Cs
(:B’IC:S'
=CH--
2 -CH,
Ca Cy C1:C1’
J \ j
[T1TI[1'\|F||I[I|Illi|l|\|i|\\l||l¥||1l|\|l\ll|l\\\IITFjTr\riuwll[llll||1r[[ll\l|l| ||I
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 32. Espectro de RMN de *3C de la N,N’-dietil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Et-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una
frecuencia de 75.4 MHz en CDCls. En el espectro se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electronicos de las sefiales correspondientes a los
carbonos de la molécula.
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INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT

DDS-9
STANDARD 1H OBSERVE 1 1013.299 3.377 166.9

Archive directory: fexport/home/vnmri/vnmrsys/data
Sample directory: auto_l2Decz008

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: dmso
ambient temperature
Date : Dec 12 2008
Sample #5

File: 0401
Mercury-300 “cel"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 3.636 sec

wWidth 4803.1 Hz

32 repetitions
OBSERVE Hl, 300.0766068 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 2 min, 52 sec

'(:*i3
H2, H6 - H2’, H6' f (

_
r’ [
H3, H5 -H3’, H5’ J
|
/

a, o’ BB

2]
-Fﬂli- ¥
j doom o ).
R S e B T T T T T T T T T - T T T T e e A e S e e S B
7 6 5 4 3 2 1 ppm
— N - N - _—
20.27 13.43
13:18 19.86 13.456 19.83

Figura 33. Espectro de RMN de *H de la N,N’-dipropil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Pr-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia
de 300 MHz en DMSO deuterado. Se indica en color la asignacion tentativa en base a los efectos electronicos de las sefiales correspondientes a la de los protones
de los sustituyentes alquilicos y de los grupos amino presentes en la molécula.
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Figura 34. Ampliacién de la region que comprende entre las 6 -8 ppm del espectro de RMN de 'H de la N,N’-dipropil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Pr-DDS),
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una frecuencia de 300 MHz en DMSO deuterado. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas
en base a los efectos electrénicos de los protones correspondientes al sistema AX> de los anillos aromaticos presentes en la molécula.
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DDS-9
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: /Jexport/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: auto_l2Dec2008

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: dmso
Ambient temperature
Date : Dec 12 2008 3
Sample #5 o

File: 0402

Mercury-300 cel" B

N
[N
—_—0

Relax. delay 2.000 sec HN
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.764 sec

Width 18867.9 Hz

25000 repetitions
OBSERVE C13, 75.4543567 MHz 5 6
DECQUPLE H1, 300.0781110 MHz

Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 131072

Total time 26 hr, 48 min, S sec

oO—w

C, C, -CH;

C»Cs
C,,Ce
C4l C4’
| GG
C:,Cs

. J L - ) "
BB e e e et e e s e S e St R L B Bt B S L B B L B L N L B AN B LB B s T S B S B N A A R e

160 140 120 100 80 60 40 20 D ppm

Figura 35. Espectro de RMN de *3C de la N,N’-dipropil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Pr-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una
frecuencia de 75.4 MHz en DMSO deuterado. En el espectro se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electronicos de las sefiales
correspondientes a los carbonos de la molécula.
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DDS-10
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: cdc13
Ambient temperature
Sample #6 y
Mercury-300BB "auxiliar"
Date :Nov 25 2008 -CH3
Relax. delay 1.358 sec o 3 2 (e
Pulse 68.5 degrees
Acq. time 3.642 sec [3
Width 4496.4 Hz 4 1
40 repetitions
OBSERVE  H1, 300.0441673 MHz HN S
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 3 min, 57 sec
5 6 o
H2, H6 -H2’, H6’
H3, H5 -H3’, H5'
3, 13
1
9 -
LR
-
. =-NH-
A _ AJ/’ v e
J _J [_ |
T T T T T ' T T T T T T T T T T T T T T T T T r T T T T T r r
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
[— J— e ey L
12.67 6.53 17.10 1.84
14.14 14.27 13.77 19.67

Figura 36. Espectro de RMN de *H de la N,N’-dibutil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Bu-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 a una frecuencia
de 300 MHz en CDCls. Se indica en color la asignacion tentativa en base a los efectos electrénicos de las sefiales correspondientes a la de los protones de los
sustituyentes alquilicos y de los grupos amino presentes en la molécula.
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Figura 37. Ampliacién de la region que comprende entre las 6 -8 ppm del espectro de RMN de *H de la N,N’-dibutil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Bu-DDS),
obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una frecuencia de 300 MHz en CDCls. Se encuentran indicadas las asignaciones tentativas en base a
los efectos electronicos de los protones correspondientes al sistema A2X; de los anillos aromaticos presentes en la molécula.
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DDS_10
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data

Sample directory: auto_19Nov2008

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Ambient temperature

File: 0602

Mercury-300BB “auxiliar"
Date :Nov 19 2008

Relax. delay 2.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.767 sec

Width 15822.8 Hz

5000 repetitions
OBSERVE C13, 75.4461667 MHz
DECOUPLE H1, 300.0456226 MHz
Power 33 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536
Total time S hr, 21 min, 6 sec

HN

O—wn—o0

C,Cq
C2’IC6'
C;,Cs
Cs3,Cs
7Y
a0 BB
| ' -CH3
WW” it T T AN ot o A AR b A ;W
LA A L I L L L L N L L L ) I L L L LA B N I R L B L L L N L L L L LB
160 * 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 38. Espectro de RMN de *3C de la N,N’-dibutil-4,4’-diaminodifenilsulfona (Bu-DDS), obtenido en un equipo Varian mod. Mercury 300 operado a una
frecuencia de 75.4 MHz en CDCls. En el espectro se indican las asignaciones tentativas en base a los efectos electronicos de las sefiales correspondientes a los
carbonos de la molécula.
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6.2. EVALUACION FARMACOLOGICA

6.2.1. Conducta de giro

Los cuatro analogos N,N’-dialquilados y el intermediario N,N’-ditosilado tuvieron un
conteo de giros significativamente inferior (p<0.05) al grupo control de dafio, alcanzando
una disminucion hasta del 67% en la frecuencia de los giros para el grupo tratado con el
analogo N,N’-dimetilado. La molécula que mostré menor proteccion contra la frecuencia
de giro fue el analogo N,N’-dietilado el cual solamente redujo los giros en un 35% . El

grupo sham no mostré conducta de giro (Fig. 39).

< 400-

£

[ ]

[{e]

- 300-

@

i

QD

5 200-

)

o

3 100-

=

o -
0-

N

Molécula

Figura 39. Nimero de giros ipsilaterales. Todos los andlogos demostraron una disminucion significativa en la
frecuencia de giro con respecto al grupo lesionado con QUIN (Prueba de U de Mann-Whitney, *p< 0.05). No
se observaron giros en el grupo sham (n = 8-12).

6.2.2.Determinacion de GABA intraestriatal

La reduccidn en el contenido intraestriatal de GABA del grupo control de dafio (QUIN) con

respecto al sham, alcanz6 hasta un 80.5% (Fig.40). Los compuestos que mostraron la
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menor disminucién en los niveles intraestriatales de GABA fueron la DDS vy el anélogo
N,N’-dietilado disminuyendo el contenido del aminoécido aproximadamente en un 50%
con respecto al grupo control (sham). Los analogos N,N’-dipropilado y N,N’-ditosilado, no
alcanzaron una preservacion significativa en los niveles del aminoécido con respecto al
grupo sham, oscilando su disminucion entre el 65 y el 75%, porcentajes cercanos a la

disminucion observada en el grupo control de dafio (QUIN).

0.08- *
@)
2 0.06-
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€  0.044 % "
E e T T ]
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) 0.02+ e
= e
= s
0.00- el o 1 >
S & PP PP
® & & O & 9
@ Q Q @Q «06
Molécula

Figura 40. Niveles de contenido de GABA estriatal. Los analogos N, N’-dimetilado, N, N’-dietilado y N,N’-
dibutilado mostraron una diferencia significativa (Prueba de U de Mann-Whitney, *p<0.05, n = 8-12) en la
preservacion del aminoacido con respecto al grupo control de dafio (QUIN).

Con la finalidad de corroborar la correlacion entre las mediciones del contenido de GABA
estriatal y el nimero de giros, se realizé una prueba de correlacion bivariada no paramétrica
de Spearman, obteniendo un coeficiente de Rho de -0.487 con una significancia estadistica

de p<0.01, demostrando la relacion negativa entre las variables (Fig. 41).
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Figura 41. Correlacion negativa entre el contenido estriatal de GABA y el nimero de giros ipsilaterales. (Rho
de Spearman = -0.487, p<0.01).

6.2.3. Cocientes de concentracion liquido cefalorraquideo-plasma

En la figura 42 se muestran los cromatogramas tipo de las muestras “blanco” de liquido
cefalorraquideo y plasma, respectivamente, y en la figura 43, se muestran cromatogramas
tipo de estandares preparados en LCR y plasma, respectivamente, con DDS y los analogos

evaluados.

Se obtuvieron para las curvas de calibracion de 7 puntos (0.1-8 pg/mL para DDS y
equimolares para analogos) en fase movil y plasma, coeficientes de regresion (r) para todas
las moléculas de al menos 0.99 y coeficientes de variacion de lecturas por triplicado de los

puntos mas bajos de las curvas inferiores al 11% para todas las moléculas.
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Figura 42. Cromatogramas tipo de muestras blanco de: A) Liquido cefalorraquideo y B) plasma
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Figura 43. Cromatogramas tipo de muestras estandar para calibracion de DDS y analogos en: A) Liquido cefalorraquideo y B) plasma.
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La determinacion de los cocientes de concentracion de DDS LCR/plasma derivada del
metabolismo de las moléculas en estudio, demostré que los grupos a los cuales se
administraron los analogos N,N’-dietilado y el N,N’-dibutilado muestran un
comportamiento similar al de los administrados con la DDS, mientras que los grupos a los
que se les administraron los analogos N,N’-dimetilado, N,N’-dipropilado y N,N’-ditosilado
tuvieron cocientes menores con una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) al
grupo que recibid la molécula original (Fig. 44).
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Figura 44. Cocientes de concentracion de dapsona LCR/plasma producidos por la administracion de dapsona

a12.5 mg/kg y de dosis equimolares de los analogos en estudio (Prueba de U de Mann Whitney, * p< 0.05, n
= 5-6).

Aunque se intenté obtener el cociente de concentracion LCR/plasma de los analogos de
DDS en evaluacion farmacoldgica, éste no pudo ser calculado para todas las moléculas. Los

analogos N,N’-dipropilado, N,N’-dibutilado y N,N’-ditosilado, no alcanzaron a ser
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identificables del ruido de fondo en las muestras de LCR. El cociente obtenido para los
analogos N,N’-dimetilado y N,N’-dietilado fue estadisticamente significativo en relacion al

registrado en el grupo experimental que recibid la molécula original (Fig. 45).
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Figura 45. Cocientes de concentracion producidos por las moléculas evaluadas en LCR/plasma (Prueba de U
de Mann Whitney, * p<0.05, n = 5-6).

6.3. EVALUACION TOXICOLOGICA

6.3.1. Perfiles de porcentaje de metahemoglobina contra tiempo

Los perfiles de porcentaje de metahemoglobina contra tiempo obtenidos se muestran en la
figura 46.

El area bajo la curva de todos los analogos fue significativamente mas baja con respecto al
area del perfil generado en el grupo que recibio DDS. El analogo N,N’-dimetilado registro

la disminucion mas discreta en la formacion de hemoglobina (31.5%), mientras que el
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analogo ditosilado fue la molécula que demostré tener una mayor inhibicién en la
oxidacion de la hemoglobina alcanzando una reduccion del 70.6% con respecto a el area

bajo la curva obtenida en el grupo administrado con la molécula original (Fig.47).

DDs
Me-DDS
Et-DDS
Pr-DDS
Bu-DDS
Tos-DDS

LECE L B

20

LT . A S . it SO DL Ll

Porcentaje de metahemoglobina (% MHb)

=]
o
.
@
@
-
=]
-
L~
-
&
-
o

Tiempo (h)

Figura 46. Perfiles de porcentaje de metahemoglobina contra tiempo obtenidos durante 16 horas posteriores a
la administracién de DDS a 25 mg/kg y de dosis equimolares de los analogos en estudio (Prueba de U de
Mann-Whitney, *p< 0.05, n = 6-8).
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ABC % MHb vs tiempo
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Figura 47. Area bajo la curva (ABC) obtenida de los perfiles de porcentaje de metahemoglobina contra
tiempo (n = 6-8). Todos los analogos mostraron una reduccion estadisticamente significativa al comparar
contra el area bajo la curva producida por la dapsona (Prueba de U de Mann-Whitney, *p<0.05).

6.4. COCIENTE DE SEGURIDAD (EFECTIVIDAD/TOXICIDAD)

Con los datos de la prueba de conducta de giro (nimero de vueltas ipsilaterales) y de los
perfiles de porcentaje de metahemoglobina contra tiempo (Area bajo la curva), se
determind un cociente de seguridad para cada una de las moléculas en estudio definido

como:

Promedio del nimero de vueltas ipsilaterales

Cociente d idad =
octente ae seguriaa Promedio del ABC de metahemoglobina

Dicha razén de efectividad/toxicidad se normalizd para fines de comparacion entre las
moléculas considerando el cociente obtenido a partir de los datos de la dapsona como 1.

Los cocientes calculados se muestran en la tabla 3.
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TABLA 3. Cocientes de seguridad (efectividad/toxicidad) de las moléculas evaluadas.

Cociente de seguridad

Normalizacion del

Molécula (Prom. numero de vueltas ipsilaterales/ Prom. cociente
ABC MetHb)

DDS 6.56 1
Me-DDS 7.36 1.12
Et-DDS 3.93 0.59
Pr-DDS 2.80 0.42
Bu-DDS 3.04 0.46
Tos-DDS 3.13 0.47
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se evalud el efecto neuroprotector de una serie homdloga de cuatro
analogos N,N’-dialquilados de la dapsona ademas de un intermediario N,N’-ditosilado en
un modelo de excitotoxicidad inducida por la inyeccion intraestriatal de QUIN en ratas

Wistar macho adultas.

Los cuatro analogos N,N’-dialquilados de la dapsona evaluados (N,N’-dimetildapsona,
N,N’-dietildapsona, N,N’-dipropildapsona y N,N’-dibutildapsona), fueron disefiados para
conservar las propiedades fisicoquimicas que permitieran su paso a través de la barrera
hematoencefalica de acuerdo a los parametros de van der Waterbeemd, al tener un peso
molecular menor a los 400 daltons, un area superficial polar total menor a 90° A y un LogP
entre 1 y 4 (tabla 4) [109]. El intermediario de reaccion N,N’-ditosilado fue evaluado de
manera adicional, ya que la hidrélisis de los grupos tosilo a nivel metabdlico podrian
atribuirle propiedades como un pro-farmaco, ademas de que existe evidencia previa de que
algunas moléculas incrementan sus propiedades neuroprotectoras ante la toxicidad causada

por agonistas de los receptores NMDA y AMPA in vitro e in vivo al ser tosiladas [110].

TABLA 4. Propiedades estructurales de los cuatro analogos propuestos, relacionadas con el paso a
través de la barrera hematoencefélica. Los parametros de peso molecular, LogP, area superficial
polar total (ASPt) fueron calculados con el paquete ChemBioDraw Ultra v. 12.0 de ChemOffice
2010.

Anélogo Peso molecular (Da) Coeficiente de particion Avrea superficial polar
octanol/agua LogP total (A)

Me-DDS 276.35 1.92 58.2

Et-DDS 304.41 2.59 58.2

Pr-DDS 332.46 3.57 58.2

Bu-DDS 360.51 4.40 58.2

La sintesis de los cuatro andlogos propuestos para su evaluacién farmacoldgica se realizé
en tres pasos (Fig. 48):

1) N,N’-ditosilacion de la 4,4’-diaminodifenilsulfona

2) N,N’-dialquilacion de la N,N’-ditosildapsona

3) Hidrdlisis &cida de los grupos tosilo.
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Figura 48. Sintesis propuesta para la obtencion de analogos N,N’-dialquilados. A) N,N’-ditosilacion de 4,4’-

diaminodifenilsulfona. B) N,N’-dialquilacion de intermediario N,N’-ditosilado. C) Hidrdlisis acida de los
grupos tosilo. (R= Me, Et, Pr, Bu).

La mono-alquilacion de aminas arométicas constituye un problema debido a que se trata de
bases mas débiles en comparacion con aminas de naturaleza alifatica. Dicha disminucion en
su basicidad se debe a la deslocalizacion sobre los enlaces m de los anillos aromaticos por
resonancia en la estructura del par aislado de electrones libre del nitrégeno en el grupo
amino [111].

La ruta de sintesis propuesta en este trabajo, esta disefiada para lograr la monoalquilacion
de los grupos amino de la dapsona. La reaccion de sustitucién por la cual se afiade el grupo
tosilo de manera simétrica en el primer paso de nuestra ruta sintética aumenta la acidez del
proton restante en el grupo amino, favoreciendo su salida cuando el par de electrones libre
del grupo amino ataca al nucledfilo (halogenuro de alquilo) en la segunda etapa de la
sintesis (Sn2). De manera adicional, los grupos tosilo afiadidos simétricamente a la DDS,
proveen de un impedimento estérico que evita la posibilidad de cualquier polialquilacion en

la reaccion con los halogenuro de alquilo con un menor tamafio de cadena alifatica [112].
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Aungue en una primera etapa del trabajo experimental de tesis se evaluo la obtencion de las
moléculas propuestas mediante la preparacion de iminas (bases de Schiff) al llevar a cabo
una sustitucién nucleofilica bimolecular simétrica entre los grupos aminos de la DDS con el
aldehido que afadiera el sustituyente deseado al reducir posteriormente la imina formada,
los rendimientos globales de reaccion obtenidos no superaron el 7% para ninguna de las
moléculas propuestas, siendo incluso bastante menores para los andlogos con los

sustituyentes mas grandes (Pr-DDS y Bu-DDS).

Los rendimientos obtenidos mediante la ruta de sintesis mencionada en la seccion de
métodos de este trabajo de tesis generaron rendimientos de reaccion globales de entre el
27% para el analogo N,N’-dibutilado y 40% para el analogo N,N’-dimetilado. Es necesario
recalcar que la utilizacion de un sistema de microondas para realizar la segunda etapa de la
sintesis propuesta (reaccion Sn2 con el halogenuro de alquilo deseado), increment6 los
rendimientos en mas del 300% y disminuy6 el tiempo de reaccién en méas de dos terceras
partes para todos los intermediarios con respecto al método tradicional utilizando como
fuente de calor una parrilla eléctrica. El calentamiento de un sistema de reaccion con
microondas no se encuentra limitado por la conductividad térmica del recipiente en el que
se lleva a cabo la reaccion, por lo que se logra un sobrecalentamiento instantaneo y
localizado en las moléculas de la mezcla de reaccion respondiendo a la conduccion idnica y
la rotacion de dipolos e incrementando consecuentemente la velocidad de reaccion y por lo

tanto aumentando también su rendimiento [113].

El QUIN es un metabolito producido en la via de la kinureninas que convierte el triptofano
en el cofactor dinucleétido de nicotinamida adenina (NAD*) y su administracion
intraestriatal en roedores constituye un modelo de excitotoxicidad ampliamente utilizado,
ya que por tratarse de un agonista enddgeno de los receptores NMDA, reproduce el efecto
toxico ampliamente caracterizado en diferentes padecimientos del sistema nervioso central
en los que su nivel se encuentra elevado [26]. El incremento en los niveles de QUIN resulta
en la activacion excesiva de los receptores NMDA, provocando un aumento en la entrada
neuronal de Ca?*, activando diferentes vias enziméticas que incluyen a las de las

proteincinasas, las fosfolipasas, las sintasas del Oxido nitrico neuronal y proteasas
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conduciendo a una respuesta apoptotica [114]. EI QUIN genera también estrés oxidante ya
que al interactuar con Fe** genera un complejo inductor de especies reactivas del 6xigeno y
nitrégeno, incrementando la liberacion de glutamato e inhibiendo su recaptura provocando

dafo oxidante a nivel de lipidos membranales y del ADN [115].

Los resultados obtenidos en la evaluacion bioldgica realizada en este trabajo experimental
demuestran neuroproteccion significativa producida por algunos de los anélogos de la
dapsona sobre algunos parametros de valoracion del modelo de neuroexcitotoxicidad
inducido por la inyeccion intraestriatal de QUIN. Sin embargo, entre las limitaciones de
este estudio se encuentra incluida la imposibilidad de determinar si el efecto protector es
atribuible a las moléculas evaluadas o a alguna especie derivada de su metabolismo por
citocromos, ya que cualquier modificacion estructural en la molécula original pudiera
modificar las posibles interacciones a nivel de receptor, enzima o canal, el perfil
farmacocinético y metabdlico de la molécula y sus propiedades estructurales como agente

antioxidante.

En este trabajo, los andlogos Me-DDS, Et-DDS y Bu-DDS mostraron perfiles interesantes
de proteccién al disminuir la conducta de giro provocada por el agonista dopaminérgico
D2, clorhidrato de apomorfina y aumentar la conservacion del contenido intraestriatal de
GABA hasta niveles comparables a los de la DDS. Ademas dichos analogos disminuyeron

su hematotoxicidad de manera significativa en comparacion con la molécula original.

Aln cuando el andlogo Pr-DDS y el intermediario de reaccion ditosilado mostraron
proteccién contra la conducta de giro, no lograron significancia estadistica en cuanto a la
preservacion del contenido intraestriatal de GABA, aungue la tendencia hacia la
conservacion del aminoacido es notable, no afectando incluso la comprobacion de la
correlacion estadistica entre los datos experimentales obtenidos en el experimento de
conducta de giro y en la determinacion intraestriatal de GABA (Rho de Spearman = -0.487,
p<0.01). Sin embargo es necesario contemplar que el experimento de conducta de giro es

susceptible a artefactos que pueden modificar los resultados de la prueba.
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Aunque no haya podido registrarse mediante datos cromatograficos la presencia de los
analogos Pr-DDS, Bu-DDS y del intermediario Tos-DDS en el liquido cefalorraquideo a la
media hora de su administracion, tiempo elegido para reproducir las condiciones del
experimento de conducta de giro, los datos de proteccion permiten deducir que las tres
moléculas pudieron ejercer su efecto en el cuerpo estriado lesionado. La ausencia de
sefiales en los cromatogramas podria deberse a las propiedades farmacocinéticas propias de
cada molécula evaluada, ya que con el incremento en la longitud del sustituyente alifatico
de la molécula se presentan variaciones en el peso molecular, area superficial polar y
coeficiente de particion octanol/agua (LogP). Sin embargo, esto no implica que después de
30 minutos en los que se llevo a cabo el muestreo, no se pudieran registrar concentraciones
mas altas en el liquido cefalorraquideo e incluso no es posible descartar un fendmeno de
flip-flop (donde Ka << ke) de manera anterior a la realizacion del muestreo que permitiera

alcanzar la concentracion efectiva de las moléculas en el sitio de accion.

La capacidad de la DDS para atravesar la barrera hematoencefalica se encuentra
ampliamente reportada en la literatura [66]. En este trabajo experimental, la presencia de
DDS producida por el metabolismo de todos los analogos evaluados, incluyendo el
intermediario ditosilado, demuestra la N-desalquilacion oxidativa de dichas moléculas.
Debido a esto, el efecto neuroprotector observado en la prueba de conducta de giro y en la
determinacion intraestriatal de GABA, podria ser debido a la suma de los efectos tanto del
andlogo como de la DDS generada por su metabolismo e incluso de alguna especie
metabdlica intermedia. Resalta el hecho de que el andlogo Et-DDS, produce
concentraciones hasta diez veces mas grandes de DDS en plasma y liquido cefalorraquideo
con respecto a cualquiera de las demas moléculas evaluadas. Esto podria deberse a que la
estructura del analogo Et-DDS le podria conferir propiedades para ser un mejor sustrato a
nivel de citocromo P-450 para su N-desalquilacion, ya que incluso los niveles de
metahemoglobina producidos por la especies quimicas oxidantes generadas durante su
metabolismo (especies N-hidroxiladas) se ven elevados para este analogo entre las 8 y 16
horas en el perfil de porcentaje de metahemoglobina contra tiempo obtenido en la

evaluacion toxicoldgica.
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En la basqueda de nuevas opciones terapéuticas para el tratamiento de padecimientos
neuroldgicos agudos y neurodegenerativos con alta prevalencia a nivel mundial (infarto
cerebral, trauma, epilepsia, enfermedad de Huntington, Alzheimer, etc) cuya etiologia esta
relacionada con la excitotoxicidad inducida por la activacion de los receptores NMDA, los
efectos anticonvulsivantes y neuroprotectores mostrados por la DDS y algunos de sus
analogos en varios modelos experimentales relacionados a la excitotoxicidad han llevado a
algunos grupos de investigacion a proponer que moléculas que poseen una estructura
diaminodifenilo, podrian modular la activacion de los receptores NMDA [2, 116, 117]. Sin
embargo, estudios de unién (binding) realizados por Bence et al., (2000), evidenciaron, que
en el caso de la DDS, ésta no interactta directamente con los sitios de poliaminas y del
antagonista MK-801, identificando ciertas caracteristicas estructurales de entre las cuales se
corrobora que la presencia de dos anillos aromaticos unidos por un grupo funcional
electronegativo en algunos de los analogos evaluados es necesaria para el desplazamiento
de la espermidina y la dizolcipina de sus sitios en el receptor NMDA para lograr su
modulacion. Bence et al., sefialan también la posibilidad de que un metabolito desconocido
de la molécula original (DDS) pudiera ser el responsable por la proteccion contra el dafio

producido por la activacion del receptor NMDA [118].

Entre los mecanismos de accién discutidos previamente en la literatura, por los cuales la
DDS o alguno de sus analogos pudieran tener su efecto neuroprotector estan incluidos: el
aumento en la inhibicion neuronal mediada por células gabaérgicas, la capacidad de evitar
directa o indirectamente la entrada de calcio de una manera similar a la zonisamida y la
proteccién contra el dafio generado por las caracteristicas asociadas a los procesos
inflamatorios asociados a modelos experimentales de excitotoxicidad, como la inhibicion
de algunas funciones dependientes de calcio, incluyendo la liberacion de proteasas y de

especies oxidantes (e.g. peréxido de hidrégeno y acido hipocloroso) [119-123].
Recientemente se ha propuesto que la dapsona puede ejercer un blogueo en los canales de

sodio encargados de amplificar la cascada excitotoxica (AMPA y kainato) mediante un

mecanismo analogo al inhibidor BW1003C87, el cual tiene la capacidad de inhibir la
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liberacion de glutamato y bloquear las corrientes de sodio y para el cual se reporta
efectividad en modelos de edema traumatico cerebral [124].

Las propiedades antioxidantes de la DDS estan bien documentadas, en estudios previos por
Rodriguez et al., (1999), quienes reportaron una disminucion en la peroxidacion de lipidos
en ratas pretratadas con DDS a una dosis de 12.5 mg/kg en el modelo de excitotoxicidad
generada por la administracion intraestriatal de acido quinolinico, al comparar contra el
grupo control de dafio [80]. Existen mas reportes sobre las propiedades antioxidantes de
esta sulfona debido a su actividad como atrapador de especies reactivas de oxigeno y por su
influencia en los sistemas citotdxicos de las enzimas, peroxidasa y mieloperoxidasa. Sin
embargo, la actividad de los analogos sobre marcadores de dafio oxidante e inflamatorio
permanecen por ser determinados en el modelo experimental utilizado en este trabajo [125,
126].

De manera similar a lo reportado por Coleman et al., [127], quienes encontraron una
significativa reduccion de hasta el 75% en la produccion de metahemoglobina por el
analogo Me-DDS en experimentos in vitro, incubando dicha molécula con eritrocitos en
preparaciones microsomales, todos los analogos evaluados disminuyeron la produccién de
metahemoglobina entre 31% para el andlogo Me-DDS y 72% para el intermediario Tos-
DDS.

La presencia de sustituyentes alquilo en los grupos aminos de la DDS no impiden la N-
oxidacion metabolica de aminas aromaticas realizada a nivel hepatico por el citocromo P-
450 y la flavinmono-oxigenasa y de manera periférica por la sintetasa de la prostaglandina
H y la mieloperoxidasa. Sin embargo, la formacion de N-hidroxilaminas se ve disminuida
ya que la velocidad de N-desalquilacion se ve reducida mientras mas grande es la cadena
alifatica del sustituyente en los grupos amino, aumentando ademas el nimero de especies
metabolicas formadas y generando incluso intermediarios poco estables como las
carbinolaminas en detrimento de la formacién de metabolitos con capacidad para oxidar la
hemoglobina [128, 129].
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La capacidad neuroprotectora y la disminucion en la formacién de metahemoglobina
demostrada por algunos de los analogos en este trabajo de tesis los hacen candidatos a una
mejor caracterizacion de su efectividad farmacoldgica. De manera prospectiva se propone
la evaluacion del efecto protector sobre caracteristicas de dafio relacionado a la formacion
de especies reactivas de oOxigeno y nitrégeno en el modelo experimental utilizado en
nuestro trabajo, mediante la determinacion de nitritos y nitratos, de la expresion especifica
de la sintasa del &xido nitrico constitutiva (neuronal) y de la proteccion contra la
peroxidacion de lipidos. También es necesaria la exploracion del posible efecto protector de
los analogos sobre caracteristicas relacionadas a la inflamacion inducida por el acido
quinolinico y por supuesto, la realizacion de un estudio farmacocinético y metabdlico de

aquellas moléculas que demuestren un mejor perfil protector.
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8. CONCLUSIONES

b)

d)

La ruta de sintesis planteada permite la obtencion satisfactoria de los analogos
propuestos. La estructura de todos los intermediarios de reaccion y productos fue

confirmada mediante las asignaciones espectroscopicas de RMN de *H y 13C.

El uso de un sistema de microondas en la segunda etapa de nuestra ruta de sintesis
(reaccion de sustitucion nucleofilica bimolecular), para afiadir simétricamente el
sustituyente alquilo deseado, es novedoso, reduce el tiempo de reaccion y aumenta

el rendimiento global de los productos de la sintesis.

Los analogos N,N’-dimetilado, N,N’-dictilado y N,N’-dibutilado demostraron
efecto neuroprotector significativo contra la excitotoxicidad producida por la

inyeccion intraestriatal de acido quinolinico.

Todos los analogos propuestos disminuyeron la formacion de metahemoglobina,
por lo que la N-alquilacion de los grupos amino de la DDS, inhibe de manera
significativa la formacion de metahemoglobina generada por metabolitos oxidantes
productos de la N-desalquilacion y N-oxidacién in vivo.

Los analogos N,N’-dimetilado y N,N’-dietilado mostraron los mejores cocientes de
seguridad (efecto/toxicidad), por lo que son candidatos a una mayor caracterizacion
de los mecanismos farmacoldgicos por los cuales pudieran ejercer su efecto

neuroprotector.
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* All analogs showed protection a;ann circling behavior induced by apomorphine.

* Three analogs prevented i !'mlhdmratalnedbyqumh:m

* All analogs produced less methemoglobi when compared with dapsone.
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dapsone (p<0.03). The newroprotective effect of analogs and their diminished hemotoxicity make them
ial candidates for th ic applications.
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© 2012 Elsevier Ireland Lid. All rights reserved.

1. Introduction

The bacteriostatic agent 4.4 -diaminodiphenylsulfone (dapsone,
DDS) is a sulfone used during the last seven decades for the
treatment of leprae. Because of its anti-inflammatory properties,

* Corresp g author at: h 1anal of it is also used in the treatment of several conditions, such as
iy n:ﬂo:‘fw ‘\lﬂ;;“éw ;ﬂr&fx :: Inswigentes Swr # 32577, inflammatory bowel disease, rheumatic connective tissue disor-
‘% *“'.:”, ders, dermatitis herpetiformis and brown recluse spider bites,
T e S ) among others {35,36,39]. However the use of DDS is restricted

0304-3940S - see front matter © 2012 Elsevier Ireland Lad. AN rights reserved.
hitp:Jdx doi.org/10.1016 ) neulet 201 2.08 030
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due to hemotoac effects attributed to N-hydroxylated metabalites,
which are formed during the hepatic activation of the parent drug
[23].

Several studies have tested the efficacy of dapsone and some
of its analogs, including the MN'-dimethylated one in different
experimental models, evidencing a dose-dependent anticomvul-
sant and neuroprotective effect [For 12.5 mgkg and higher doses)
against several markers of excitotoxic damage triggered by over-
activation of glutamate ionotropic receptors [1.8,11,13,24,2627).
Additional toxicological evidence, has shown that some symmet-
ric NN '-dialkylated analogs of DDS, were effective in reducing
in witre methe moglobin formation in microsomal preparations of
male Sprague-Dawley rats [23,29,39]

On the other hand, intrastriatal administration of Quinolinic
acid [Quin), an endogenous selective agonist of NMDA type glu-
tamate receptors is extensively used as an experimental model of
excitotoxicity to define all its physiological robes and its partici-
pation in a wide variety of pathological processes [28.3031] As
excitotoxicity is one of the main mechanisms associated to several
human pathologies of the central nervous system; such as ischemia,
epilepsy, trauma and to different neurodegenerative disorders such
a5 Huntington, Parkinson and Alzheimer's diseases [ 14,15,22); and
due to the existing evidence about potential neuroprotection by
M -dialkylated analogs of DD5 and their diminished toxicologi-
cal profiles in vitro, we have conducted a first approach molecular
screening test of 5 different molecules (4 symmetncally alkylated
analogs in their aromatic amines groups and one intermediary of
the analegs synthesis reaction) in order to determine if some of
them exerted protection against some characteristic features in the
mdel of excitotoxicity derived from Quin intrastriatal administra-
Hion

2. Materials and methods

21. Drugs ond reagents

All compounds tested in this study were synthesized, puri-
fied (»99.0%) and characterized by "H and "2C nuclear magnetic
resonance and mass spectroscopy. Details concerning chemical
synthesis and characterization of molecules are to be published
separately.

Quin, DD5, o-phtalaldehyde, 3-mercaptopropionic acid, 2-
mercaptoethanol, y-aminobutiric acid and dimethyl sulfoxide were
all obtained from Sigma-Aldrich Co (5t. Louis, MO, USA), apomor-
phine hydrochloride was purchased from ICN products | Aurora, OH,
USA), glacal acetic add from |.T. Baker { Darmstadt, Germany) and
HPLC-grade methanol and acetonitrile from Mallinckrodt (Paris,
KYUSA)L

22, Animals

Male Wistar rats weighing 270-320g were used through-
out. Animals were maintained under standard conditions with
od libitum access to water and food. Protocols for animal use
and care were provided by the vivarium from the Center of
Research and Advanced Studies of the MNational Polytechnic
Institute | CINVESTAV-IPN, Zacatenco ) in Mexico City and the estab-
lished guidelines by the Mexican Health Regulation [ Chapter 7: Of
research regarding the use of laboratory animals).

23. Drug treatments

Dapsone, N,N'-dialkylated analogs and additionally the NN'-
ditosylated intermediary of the synthetic route were dissolved in
dimethyl sulfocide [0.014M/kg) Quin solution {240 nmeol| ) was

prepared by dissolving quinolinic acid in physiologic saline solution
buffered to pH to 7.4,

Rats (8- 12 per group) were administered intraperitoneally with
DD (125 mg/kg) or equimolar doses of the 5 analogs tested, 30min
before the intrastriatal injection of Quin. After pre-treatment, ani-
mals were anesthetized with sodium pentobarbital (40 mg/kg. Lp.L
Animals from sham group were administered only with vehicle
[DMS0).

2.4 Quinolinic acid intrastrigtal administration

A single unilateral injection of 1 wl over 2 min of the (uin solu-
tion was infused into the right striatum of rats, using the following
coordinates: (.5 mm anterior to bregma, 3.0mm lateral to bregma
and 4.5 ventral to the dura as characterized in the Paxinos and Wat-
son rat brain atlas [19]. Animals from Sham group were injected
with physiological saline solution

25 Circling behavior test

Circling behavior was evaluated & days after the intrastri-
atal injury as reported by Pérez-Seweriano et al. [21]. All rats
were administered with apomorphine hydrochloride |1 mg/kg)
dissolved in 1% ascorbic acid in physiologic saline solution and sep-
arated in acrylic cages to register the number of complete ipsilateral
tumms to the injured striatum for &0 min.

26, Determinotion of strimtal GABA content

Striatal GABA content was determined by HPLC (Agilent 1100
series system with an adsorbosphere OPA HS Spm particle,
100 = 4.6 mm column) as reported previously by Perez-Meri et al.
|20) Corpora striatn were dissected-out 7 days after excitotoxic
damage with Quin and kept at —70°C until analysis. In order
to avoid the post-mortemn GABA formation, each rat was intra-
venously injected with the glutamic acid decarboxylase (GAD)
inhibitor, B-mercaptopropionic acid (1.2 mM kg ) 3 min before dis-
secting the corpus striatum.

Striatal homogenates were prepared by sonicating tis-
sue samples in 20 wolumes of 85X HPLC-grade methanol.
Homogenates were centrifuged at 18.500rpm for 15min at 4°C
Supernatants were analyzed using fluorescent detection (exci-
tation A =232nm; emission A=435nm) following pre-column
o-phitalaldehyde-mercaptoethanol derivatization [20)

Chromatograms were integrated and processed using the Chem-
station Software (Rev. 10.02) by Agilent Technologies.

27, Determination of methemoglobin in blood

To determine hemotoxicity produced by the metabolism of
the NN -dialkylated dapsone analogs, methemoglobin percentage
versis time profiles were obtained from 6 to B rats. Blood sampling
was carried-out from the tail wein ar 0,00, 025,05, 1,2, 4, 8 and
I&h, after a single intraperitoneal dose of dapsone (25mg/kg) or
equimolar doses of the analogs.

Methemoglobin percentage was determined by the modi-
fied visible spectrophotometric method of Evelyn and Malloy
based in methemoglobin [A=630nm) conversion o cyan-
methemoglobin (2= 30nm). Methemoglobin percentage area
under the curve [AUC) verswes time profiles were obtained
[®12].

28 Dato analysis

Diata from circing behavior counting and striatal GABA content
did not show homocedasticity, among experimental groups, which
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Table 1

Molecule R Abbreviation in
text

a4 - Dos

Dizminodiphesylsulfone

NN -Dimetingl-4.4 - ~CHy Me-DDS

diamimediphenyisulfone

NN- 44 - ~CHy~CH B-Dos

diaminodiphenyisulfone

NN -Dapropy-4.4 - —(CHz r—CHy Pr-DDS

dizmenediphemyisulfone

NN-Dibutyl-4.4 —{CHy j—CHy Bu-DOS

dizminediphemyisulfone

NN-Datosyl-4.4 —50;—CsHe—CHy Tos-DDS

dizminediphenyisulfone

is the main assumption of parametric analyses, not even after loga-
rithmic transformation. Consequently, non-parametric analysis of
vanance Kruskal-Wallis test, followed by multiple comparisons
Mann-Whitney's U-test was used. The analysis of methemogiobin
area under the curve data was carried out using an ANOVA followed
by a multiple comparison Tukey test. Spearman’s Rho correla-
tion coefficient was calculated between GABA content and circling
behavior. All statistical analyses were performed using the SPSS v
15.0 software for Windows.

3. Results
3.1. Circling behavior test

The chemical structure of the molecules under study and the
abbreviations used are shown in Table 1.

Fig. 1A shows the circling behavior data. Dapsone, the four NN'-
alkylated analogs and the NN'-ditosylated intermediary showed
significantly less tums when compared with the group receiv-
ing only intrastriatal Quin (p <0.05). Among the DDS analogs, the
highest protection was observed in the group administered with
the Me-DDS analog, decreasing the number of ipsilateral tums by
67.6%, while the group receiving the Et-DDS analog decreased the

g ¢ 8

g

psiatoral tums 80 min- 5

L

Treatment

Fig 1. (A} Ipsilateral turns induced by apomorphine (1 mg/kg sc) 6 days after intrastriatal Quin (240
with the damage-control group (Quin), as determined by Mn-mmy U-test, (p<0.03)

to 12 rats. Asterisk denotes a signsficant difference when co

)
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Fig. 2. Bi d correl b ilatesal turns and striatal CABA content.
Spearman’s £ho coefficient « - 0.487, rp«nan ) Sham group, & Injured groups
(Quin and Quin + analogs treatment ).

frequency of tumns by 33.4%. As expected, Sham group did not show
circling behavior.

3.2, Determination of striatal GABA content

Results from striatal GABA analyses are shown in Fig. 1B,
Quinolinic acid reduced by 82% the striatal content of the neu-
rotransmitter as compared to the Sham group (p<0.05). DDS
and Et-DDS were the molecules providing the highest protection
against Quin-induced GABA depletion, with 49.4 and 50.3% reduc-
tions respectively.

A 0487 Spearman’s Rho coefficient correlation was obtained
(p <0.01), corroborating the linear relationship between the num-
ber of ipsilateral tums and the GABA content of corpus striatum.
Correlation remained significant with a —0.294 coefficient when
sgba:zt;lysis of data with only injured groups is done (p<0.03)
(Fig. 2).

[
.

pNlol GABAImg tissue o
e o

4

Treatment

ol ) admini Data are p d 25 mean + SEM from 8

by
Kruskal-wallis test Nnmmo&avdnmshmymumwmkwnupmlm Data are presented a5 mean = !Mmmx
Asterisks denote 2 significant difference determined by Mann-Wihitney U-test, (< 0.09) when compared with the Quin group. This analysis was preceded by Kruskal-wallis
test.
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Fig. 3. Methemoglobin-time profiles obtained during 18h after intrapertoneal
administration of the different mobecules tested. Data are presenbed as mean + SEM
from @ o & rats. Asterisks denote statistical difference determined by one-way
AROvA followeed by Tuley test (p<@uI3), in area ander the curve (AUC) of DDS
analogs compared to the AUC from DDS group.

33. Determination of methemoglobin in blood

The area under the curve [AUC) of methemoglobin percentage
produced by each of the analogs was significantly bower (p<0.05)
than the area produced by DD5 administration, taking the effect
[ALIC) eficited by the original molecule as 100X, The decrease in
the hemotoxic effect ranged from 31.5% for Me-DD5 to almost 71%
fior the Tos-DD5 intermediary (Fig. 3).

4. Discussion

The search for new therapeutic options for neurologic diseases
related to MMDA receptors induced-excitotoxicity in conjunction
with the anticonvulsivant and neuroprotective properties exerted
by DDS5 and some analogs in several experimental studies, sug-
gests that diaminodiphenyl molecubes could modulate the NMDa
glutamate receptors indirectly [37]. However, binding studies car-
ried out by Bence et al [3], have evidenced that DD5 does not
directly interact with polyamines nor the MK-801 binding sites in
the NMDA-type receptors, identifying structural characteristics in
some analogs to displace spermidine and dizolcipine from their
interaction sites and generating new questions about the mode
of action of dapsone and its analogs on NMDA receptor function.
It has also been proposed that an unknown metabolite from the
onginal malecule could be responsible for attenuating the damage
triggered by NMDA receptor activation. This fact encouraged ws to
study D05 mobecular modifications in order to test derivatives with
therapeutic potential.

Results from the present work suggest neuroprotective prop-
erties by analogs of DDS against some end-point markers of
intrastriatal quinolinic ackd-induced newrotoxicity since the spar-
ing of the GABAergic neurons of striatum was demonstrated for
some of the molecules by the prevention of circling behavior
and GABA depletion, which are reliable reported markers of the
preservation and functionality of the remaining tissue in rats intras-
triatally lesioned with quinolinic acid [21,26-28]. Mevertheless,
the limitations of this study include the impossibility to deter-
mine if protective effects found in our experiments are attributable
to tested mobecules or to some chemical moiety derived from
metabolism

Me-DDS and Et-DDS analogs showed the most promising pro-
files, becawse they diminished circling behavior and preserved
GABA content at levels comparable to DDS, while showed less

hemotoxicity than the original molecule. The possible mecha-
nisms of action of DDS as neuroprotective and antsconvulsant
agent are: increasing neuronal inhibition mediated by GABAer-
gic cells, prevention of Ca* influx, similar to the one produced
by the anticonvulsant drug zonisamide, and protection against
inflammation through inhibition of some calcium-de pendent func-
tions of newtrophiles, such as activation of proteases and oxidizing
species production (e.g hydrogen peroxide and hypochlorous acid)
[4.17,242532).

Antioxidant properties of dapsone are well documented by
previous studies. Rodriguez et al. [26] reported decreased lipid
peroxidation in rats pre-treated with dapsone (12.5mg/kg) after
Quin intrastriatal injection model of excitotoxicity. Other antio-
dant properties have been reported for this sulfone as a free radical
scavenger and for its ability to inhibit cytotoxic hydrogen per-
oxidase and myeloperoxidase enrymes. However, the activity of
N-alkylated analogs of DDS over markers of oxidative and inflam-
matory damage (lipid peroxidation, ROS and KNS formation, nMOS
activation and IL- 1 expression) in this expenmental model is yet
to be determined |6.38].

‘We believe the DD5-Pr and DDS-Tos analogs pattern, in which
protection against drcling behavior was observed without striatal
GABA content preservation, could be related with the effect of these
mebecules on the remaining tisswe after Quin injury, probably influ-
em:lng the dopaminergic system, since this partn:ular behavioral
test is based on the lateral imbalance of dopaminergic receptors
in the striatum-injured animal Another possibility could be that
these particular molecules could increase GABA turnover in the
remaining tissue after injury. These possibilities deserve further
studies.

Seydel et al. [20), have reported a significant reduction
of approximately 75% in methemoglobin production of NN-
dimethylated analog versus dapsone under in vitro conditions. [n
concordance, we have found an in vive methemoglobin reduction
of 31% for the same molecule, adding evidence to its toxicological
profile. As we observed in our study, reduced methemoglobin for-
mation up to 30% from that of DDS, is directly related to increased
bulk of the N-alkyl substituent that in turn could be inhibiting the
formation of aromatic hydroxylamines caused by the metabolic
intermediaries derived from the N-dealkylation of amino groups.
The notorious decrease in the formation of the onginal molecule
(DDS) and its mono-acetylated metabolite, both precursors of
hemoglobin-oxidizing species and the slowing of the microsomal
N-hydroxylation rate, derive from the addition of an alkyl sub-
stituent on the aromatic amine groups [7,18.33].

On the other hand, DD5 penetration trough BBB has been previ-
ously demonstrated by measuring the sulfone in brain tissue from
Lewris rats and in human by determining its content in C5F sam-
ples obtained from AIDS patients receiving prophylactic treatment
for encephalitis caused by Toxoplosma gondil and Pnewmocystis
carinii pneumonia [9,10,16]. In this study, we increased symmet-
nic aliphatic chain substituents in the analogs, trying to preserve
thearetical properties that allow their pass through the blood
brain barrier (BBB), including, water-octanol partition coefficient
between 1 and 4, molecular weight lower than 400 and a polar sur-
face area =904 |34]. We hawe abo included the NN -ditosylated
reaction intermediary, because even when this molecule exceeds
the ideal parameters, it preserves the 4.4 -diaminodiphenyl struc-
ture with additional sulfonamide chemical moieties which are
present in several anticonvulsant drugs like zonisamide and top-
iramate [2]). All of the proposed analogs produced detectable
quantities of DD5 in C5F and plasma as a product of metabolism
(data not shown | Howewer Et-D05 showed a remarkable metabolic
formation of the original sulfone which reached up to ten times the
concentration produced by the other analogs, suggesting that its
profile would fit as a pro-drug.
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Even when several mechanistic features of the analogs activ-
ity currently remain to be elucidated, screening of these molecules
have provided us with relevant experimental evidence to make
them interesting options to continue studying them as possible
neuroprotective therapeutic agents.
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