R. 2 T (2&

CATEDRA DE FARMACOGNOSIA Y FARMACODINAMIA
FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SEVILLA

"ESTUDIO FARMACODINAMICO PRELIMINAR DE LA 5-BENZAL-
~HIDANTOINA Y DE LA S5-BENZAL-2-TIO-HIDANTOINA",

Trabajo para aspirar al grado

de Licenciatura que presenta

M2 CARMAEN MARTIN GARCIA

CL%(:kQQAJ\—,W

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA

BIBLIOTECA



El presente trabajo,ha sido realizado

en la Cétedra de FARMACOGNOSIA Y FARMACO-

DINAMIA de 1la FACULTAD DE FARMACIA de la

Universidad de SEVILIA,bajo la direccién

de la Dra. M2 Jests Ayuso Gonzdlez y de la

Dra. Elisa Marhuenda Requena.

Los directores del trabajo:

A
™ 5
(‘v % I
AV~ | SR q/f\) X/
\ \; k}/ i

Dra, M2 Jesis Ayuso Gonzalez

Dra. Elisa Marhuenda EKeque



Quiero expresar mi agradecimiento
a la Dra., M2 Jesis Ayuso y a l1l=
Dra. Elisa Marhuenda por la

direccidén de este trabajo.

Al Dr., José Iuis Gbémez Ariza y a
la Dra. M2 Teresa Montada por 1la
valiosa colaboracidén que nos han

prestado.

A Guillermina y a mis comparieras

del Departamento.



A mis padres



[
ic

I.- 0OBJETO

IT, - PARTE T

1=
I
o
]
He)

EORTICA

II,1.- ESTUDIO MONGGRAFICO DE HIDANTOINAS

IIololo-

1101020-

II-loBo-

II.l.ll-.—

II.loSo-

II.1060-

Historia

Clasificacibn

Relacibén estructura guimica-

-actividad

Accibn farmacolébgica

Mecanismo de accidn

Farmacocinética

IT1,1.6.1.~ Absorcidn

I1.,1.6.3.- Biotransformacibn

I1.1.6.4.~- Excrecién

II.lo?a"’

II; 1.80"’

Toxicidad

Vias de administracibn

y dosis

Dag,

12
12
13
15
16

19

21



I1.1.9.~ Aplicaciones terapeuticas

I1,1.10.- Contraindicaciones

I1,1.11.- Interacciones farmacoldb-

gicas

II.2;— REVISION DE TECNICAS DE VALORACION
DE FARMACOS ANTICONVULSIVANTES

IIT,- PA R T E EXPERIMENTATL

ITI.1.- MATERIAL

I1T.1.1.- Muestras

ITT.1.2.~- Reactivo animal y via

de administracidn

ITTI.2.- ENSAYOS DE TOXICIDAD

- I11,2.1.~- Determinacidén de la toxi-

cidad de la S-benzal-2-

-tio~-hidantoina
I1I1.2.1.1.- Sintomas de into-
xicacibn

I11.2.1.2.- DL 50

26

29

33

33

24

35

36

36



II1,2.2.- Determinacién de la toxi-
cidad de la 5-benzal=-
=hidantoina

I1IT1.2.2.1.- Sintomas de intoxi-
cacién

I1I1,2.2.2.- DL 50

IIT.2.3.- Discusibén de resultados

III.3.- METABOLISMO

IT1I.%3.1.- Determinacidn de la BAH

en la orina de rata

IT1I1.3,2.- Determinacién de 1a BAH

en heces de rata
ITI.3.3.~ Discusibén de resultados

IIT.3,4,- Determinacidn de 1a BATH

en la orina de rata

ITI.3,5,- Determinaciédn de 1a BATH

en heces de rata

ITT.3.6.- Discusidédn_de resultados

IV.-CONCLUSTIONES

V.- BIBLIOGRAFTIA

37

37
37

43

62

&7

67

80

82

83

85



I.-0BJETO

Las hidantoinas son farmacos de eleccidn
en el tratamiento de algunas formas de la epilepsia.

El reducido nimero de estas sustancias
con aplicacidén terapeltica es debido a una serie de fac-
tores tales como marcada toxicidad y las peculiares pro-
piedades fisico~quimicas de la molécula.

Por ello emprendimos el presente trabajo
de tesina con los derivados 5-benzal-hidantoina y 5-ben-
zal-2-tio-hidantoina,con la intencién de comprobar.si
la introduccidén de nuevos radicales en la molécula,me~-

joraban su indice terapetitico.



II,.-PARTE TEORICA

II.1.- ESTUDIO MONOGRAFICO DE HIDANTOINAS

Las hidantoinas,en su mayoria,constitu-
yen un grupo de farmacos con propiedades anticonvulsi-
vantes,es decir,itiles contra los estados convulsivos.
De ellos el més importante es la epilepsia,hasta el ex-
tremo de eclipsar clinica y farmacologicamente a todos
los demés,razén por la cual,en la actualidad se conocen
como férmacos "antiepilépticos”.

Se definen como férmacos depresores del
SNC que tienen la propiedad de suprimir selectivamente
las c¢risis de la epilepsia en algunas de sus formas,im-

pidiendo su aparicién.

IT,1.1.- Historia

El nidcleo de la hidantoina fue descubier-
to en 1861 por Baeyer.la aislé como uno de los productos
de reduccibén de la alantoina en el curso de su clésico
estudio del &cido drico (1).Sin embargo,su configuracidn
no fue esclarecida hasta 1870 (2).

Posteriormente se aislaron de numerosas
fuentes naturales,tales como las yemas de los platanos

orientales (3),en los brotes blancos de la remolacha (4),



etc.Una hidantoina metilada,se aisldé de un extracto tes=-
ticular que contenia sustancias presoras (5).

También se ha comprobado,que tras la in-
gestidén o inyeccidén intravenosa de grandes cantidades de
aminodcidos,entre ellos la tirosina (6),aparecian en la
orina hidantoinas derivadas de estos aminoécidos.

En 1908 Biltz presentd la sintesis de va-
rias hidantoinas mientras estudiaba derivados de la urea
y fenol.Estaba incluido en este grupo la 5,5'-difenilhi-
dantoina (DFH),

Més tarde,ensayaron sus efectos hipnéti-
cos y su toxicidad.Debido a su baja actividad como hip-
nético y su semejanza estructural con barbitdricos,Me-
rrit y Putnam (193%8) probaron su accién anticonvulsivan-
te frente a convulsiones electricamente producidas en ga-
tos,encontrando,que eran altamente efectivas,y ademés,
no tenia efectos sedantes como los bromuros y el feno-
barbital descubiertés anteriormente como anticonvulsi-
vantes.,

El descubrimiento de las hidantoinas como
anticonvulsivantes fue el resultado de cuidadosos estu-
dios de laboratorio sobre una larga serie de sustancias
quimicas,lo que establece la importancia de la bisqueda
de nuevos anticonvulsivantes (7).

Posterior al descubrimiento de 1la DFH,

Loscalzo en 1945 introdujo la 3-metil-S5-etil-5’-fenil-



hidantoina(mefenitoina) y méds tarde Schwade y col. en

1956 (8),obtuvieron la 3-etil-S-fenil-hidantoina(eto-~

toina).

I1,1.2.- Clasificacidn

A) Derivados de la hidantoina
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B) Derivados de la 2-tiochidantoina

Ry R, R, R,
CH
3-alil-S-isobutil- <-H -CH.-CH=CH -H -CH.-CH 5
2 2 2 -
~2-tio-hidantoina 5

(albutoina)

I1.1.3.- Relacidn sstructura guimica-actividad

La presencia de un grupo fenilo en el 05
u otro sustituyente aromidtico,es requisito fundamental
para la actividad anticonvulsivante de las hidantoinas,
concretamente para la actividad contra ataques generali-
zados tdénico-cldénico y para la aboliciédn del ataque pa-
trén por electroshock en animales de laboratorio (9,10).

La accibén anticonvulsivante es modifica-

da por la introduccidén de diferentes radicales.



La adicidén de un segundo grupo fenilo en
el C5 reduce la actividad antielectroshock en compara-
cidén con el efecto de una cadena corta alquilo en el
carbono 5 (11),pero sin embargo la presencia de este
grupo alquilo contribuye a la sedacidén.Esto ocurre en la
3-metil-S5-etil-5-fenil-hidantoina (mefenitoina),en que
existe un grupo etilo en posicién 5.

Un grupo carbonilo en posiciédn 4 aumenta
la actividad antielectroshock (12).

La presencia de un grupo metilo en el C3
como ocurre también en la mefenitoina,aumenta ligeramen-
te el espectro de accibn de ésta sobre la difenilhidan-
toina,pues parece desarrollar potencia antimetrazol en
animales de laboratorio,pero también aumenta la toxi-
cidad (13).

Un grupo ceto en el 02 parece presentar
mayor actividad anticonvulsivante que un grupo tio (14).

La introduccién de un sustituyente en el
N en posicién 1 disminuye la actividad anticonvulsivante

(15).

IT.1.4.~ Accidn farmacolébgica

Las hidantoinas ejercen una accibén antie-

piléptica,sin causar depresibén general manifiesta del

SNC,



Las propiedades més demostradas son su
capacidad para limitar el desarrollo del ataque méximo
¥y reducir el proceso de extensién del ataque desde el
foco activo (16).

La accibén mas significativa de las hi=-
dantoinas es su capacidad para modificar el patrédn de
ataque por electroshock méximo(ténico-clédnico) produ-
cido en animales por corriente supramixima.Esta modi-
ficacién se caracteriza por una abolicién primero,del
componente extensor y luégo,del flexor de la fase téni-
ca,y una prolongacién de la fase clénica (17,18,19).

Estos férmacos,producen alteraciones si-~
milares en las convulsiones de pacientes psiquidtricos
sometidos a terapia electroconvulsiva,asi{ como en ata-
ques méximos inducidos en animales por picrotoxina y
pentilentetrazol.

La DFH en una dnica dosis aguda en ani-
males adultos no elevan el umbral para ataques induci-
dos por estimulacién del cerebro con 60 ciclos de co-
rriente alterna (60 Hz) o por inyeccién de farmacos con-
vulsivos como estricnina,picrotoxina o pentilentetrazol.
Sin embargo,eleva el umbral de ataque con 60 Hz dismi-
nuido anormalmente por hiponatremia aguda,debido a 1la
administracién de cortisona o tirosina (8).La DFH,sin
embargo,no abole el ataque ténico inducido por la estric-

nina,que actia por bloqueo de la inhibicién postsindp-



tica (16).

La 3-metil-5-etil-5’-fenil-hidantoina(me-
fenitoina) abole la fase ténica de ataques por electro-
shock méximo.También antagoniza las convulsiones por pen-
tilentetrazol y eleva el umbral de ataque en animales
normales y en animales experimentalmente inducidos por
electroshock.Al contrario que la DFH tiene propiedades
sedantes (20,21).

El efecto estabilizador de las hidantoi-
nas es aparente en todas las membranas neuronales(inclu-
yendo nervio periférico) y probablemente en todas las
membranas excitables y algunas no excitables,pero no pa-
rece interferir con la funcién normal de células excita-
bles,excepto en dosis practicamente téxicés. |

Quizés el hallazgo mis significativo se
refiere a la capacidad de las hidantoinas para reducir
‘la potenciacidn postetinica (PTT) de la transmisién sinép-
tica dentro del corddén espinal,asi como del ganglio es-
trellado del gato (22).Estas experiencias sdlo se han
llevado a cabo con la DFH,

De lasté,hidantoinas,a las que hemos hecho
refenpncia,la etotoina es la que presenta menor actividad

anticonvulsivante.



II.1.5.- Mecanismo de accidn

El mecanismo de accién de la mefenitoina
y etotoina,es prdcticamente desconocido,por el contrario
el de la DFH ha sido ampliamente estudiado,por lo cual
en este apartado se hara referencia a esta Gltima.

El mecanismo de accibén de la DFH consiste
en impedir la difusién dey foco epileptbdgeno a las neuro-
nas normales,pues bloquea la potenciacidn posteténica
(PTP) suprimiendo con ello la potenciacién a estimulos
repetitivos,

Parece ser que tiene efectos fundamentaw
les sobre los movimientos ibnicos a través de las mem-
branas de células excitables.Woodbury (1955) demostré,
que la DFH tiene influencia sobre el transporte de Na+,
disminuyendo su concentracidén y aumentando de esta forma
‘la relacién de concentracidén extracelular de Na' a con-
centracién intracelular de Na',

Estovse probbé en animales normales,asi
como también en animales hiponatrémicos ¥y en animales
tratados con electroshock méximo.

El descubrimiento de un aumento de la re-
lacibén extracelular a intracelular de Na+,unido a un au-
mento en el movimiento del mismo ién fue interpretado
como indicativo de una elevada actividad de la bomba de

+
Na .



Ia elevacidn de la relacidbdn extracelular
a intracelular de Na+,asociado,por tanto,con aumento de
K+,podria contribuir a un aumento en el potencial de re-
poso de membrana.Woodbury calculdé que bajo estas condi-
ciones la DFH aumenta el potencial de reposo en unos
12 mv.Esto podria ser la base de la relacibén de la ex-
citabilidad nerviosa y quizés,el aumento del umbral de
excitabilidad de las células nerviosas.

Hartmann (1966) demostrd,usando electro-
microscopia,que se produce una reduccidén del contenido
de Na’ en células nerviosas corticales de animales tra-
tados con DFH,

Ia elevacién de la bomba de Na‘ puede
también explicar la reduccidén de la potenciacidn pos-
teténica por la DFH,

Algunos autores sugieren que la PTP es
clsada por hiperpolarizacidén de las terminaciones pre-
sinépticas.As{,un periodo de estimulacién de alta fre-
cuencia origina un prolongado periodo de potencial au-
mentado de membrana,comunmente referido como hiperpo-
larizacidén posteténica.

E]l mecanismo idnico exacto que lleva a
la hiperpolarizacidn posteténica no es conocido,pero se
ha sugerido que durante la estimulacibén tetdnica y des-
polarizacidn repetida,tiene lugar un marcado influjo de

+ . . . .
Na' en la fibra nerviosa y sus terminaciones.



La porcidén mielinizada de la fibra,puede
recuperarse rapidamente,pero en las terminaciones tiene
lugar una acumulacidén temporal de Na‘t intracelular que
estimula fuertemente la bomba de Na'.Esta bomba activa-
da,empuja Na* hacia fuera y después de la estimulaciébn
tetédnica resulta una hiperpolarizacién de las termina-
ciones presinéapticas.

El PTP se produce por el hecho de que la
hiperpolarizacién de las terminaciones produce una mayor
descarga que acaba en una excitacidén de un gran nimero
de neuronas motoras.Parece que el camino més l1légico por
el que la DFH previene la PTH y PTP podria ser un au-
mento de la actividad de la bomba de Na+,de manera,que
la acumulacidén excesiva de Na' intracelular durante la
eétimulacién tetédnica no tiene lugar y previene la hi-
perpolarizaciébn.

El sustrato anatdémico o quimico de 1la
bomba de Na® no esti bien conocido,pero un gran numero
de investigadores defienden la idea de que una Na-K-ATP.
asa interviene en el transporte activo de Na* y Kt por
la membrana celular.

Lewin y McCrimmon (1967) observaron un
aumento de la Na-K-ATPasa en el cortex de rata en le-
siones epileptdgenas experimentales causadas pe= por
congelacidn (23).

Festoff y Appel (1968) observaron que la

10
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la DFH producia una significativa estimulacidén de la Na-
-K-ATPasa cuando la relacién Na'/K" era alta (50:1),pero
en relaciones bajas(5-10:1) tuvo poco o ningin efecto.
Para relaciones bajas de Na*/K" (menos que 5:1)el efecto
fue inhibidor.Si la Na-K-ATPasa es la base de la bomba
de Na*,est4 influida por la DFH (23,24).

También se ha sugerido,que el PTP puede
resultar de un aumento de la liberacidén de transmisor de
las terminaciones presinédpticas causado por movimientos
de Ca'’ en el 4rea presindptica durante la estimulacién.
Es posible,que la DFH pueda prevenir el PTP por modifi-
cacién del transporte del ién Ca™’,

Otra'hipétesis defiende que la DFH en do-
sis altas ,puede influir 1la liberacidn ¥ almacenamiento
de AcCo,pero los datos son incompletos y no dan una eva-
luacién del papel de este factor en la accidn anticon-
vulsivante de la DFH,

Woodbury y Esplin (1959) observaron que
la DFH disminufa la concentracién de Acido glutamico en
el cerebro,aumenta la concentracidén de glutamina y redu-
ce la relacién &cido glutdmico a glutamina.

Algunos autores consideran que los cam-
bios del sistema &cido glutdmico-glutamina podian estar
relacionados con los cambios en el transporte de Na+ cau-
sados por la DFH,Estudiando estos cambios @ncontraron

que la alteracidén de la relacién 4cido glutdmico-glutasmna
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precedid al cambio de la razdbn extracelular a intrace-
lular de Na't y concluyd que el &cido glutémico y gluta=-
mina pueden jugar un papel en el sistema de la bomba de
Na® (23).

La concentracién de GABA fue despreciable

y no aumentd significativamente.
'II.1.6.~ Farmacocinédtica

II,1.6.1.- Absorcién

Las hidantoinas son extremadamente inso-
lubles en el jugo géstrico (pH alrededor de 2,0) y por
tanto su absorcibén por la mucosa géstrica es muy limi-
tada (8).

La absorcidén se efectia rapidamente en
el duodeno por difusién pasiva.El pH en la zona de ab-
sorcién es de 7 a 7,5,habiéndose demostrado que las sa-
les biliares incrementan la absorcidn (25).

Se absorben mds lentamente cuando se ad-
ministran por via intramuscular que por via oral,debido
a una serie de factores,entre ellos podemos citar 1la
cristalizacidén que sufre el principio en el interior de
la masa muscular.

La concentracidén mixima en plasma de una
dosis tinica de DFH puede ocurrir entre 3 y 12 horas (26).

Los niveles plasméticos maximos pueden permanecer durante
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24 horas.

Para la mefenitoina el tiempo del efecto
médximo es de 2 a 4 horas después de la ingestién.

La absorcién de la etotoina es menos co-

nocida,

I1.1.6.2.~ Distribucidn

Se realiza gracias a la unién rédpida y
reversible con las proteinas plasméticas.

Para la mefenitoina y etotoina,esta
unién no es bien conocida,asi como tampoco su vida media.

Respecto a la DFH,en el hombre la unién
a proteinas plasmédticas es por término medio de un 90%

a 372C.En nifos recien nacidos la unidn a proteinas es
significativamente mds baja que en adultos (8).

La distribucibén se veré,pues,afectada en
aquellos pacientes cuyas proteinas plasméticas sean a-
normales,si bien por otra parte férmacos como el &cido
salic{lico,fenilbutazona,etc.,pueden competir con la |
DFH en la unién a determinados "locus" especializados
en el transporte de esta sustancia.

En realidad,se considera como sustancia
activa aquella porcidén de DFH que se halla en plasma li=-
bre,es decir,no unida a la fraccidén albuminoidea.

La vida media de la DFH varia cuantitati-

vamente de una especie a otra y también depende de los



distintos farmacos antiepilépticos.En el hombre,la vida
media después de la administracién oral tiene una media
de 22 horas con un intervalo de 7,0 a 42,0 horas;la vida
media después de la administracidn intravenosa és menor
y varfia de 10 a 15 horas.

Existen factores que pueden alterar la
vida media de la DFH;asi{ los fArmacos que interfieren
con el metabolismo de la DFH en el higado,aumentan su
vida media en el plasma;factores genéticos,tales como
la no capacidad del higado para p-hidroxilar la DFH tam-
bién prolongan su vida media y los niveles en sangre.
Aumentando la dosis de DFH aumenta la vida media.FAirma-
c0s que aceleran su metabolismo por induccién de enzimas
disminuyen su vida media.

Una vez en el plasma la DFH se distribuye
libremente en el organismo:liquido cerebro espinal,sali-
va,liquido gastrointestinal,y bilis.Atraviesa la barrera
placentaria y rdpidamente alcanza un equilibrio entre la
madre y el feto(27).

En cuanto al cerebro,después de una dosis
de DFH,ésta penetra rdpidamente en é1.Depués de una ad=-
ministracibén intravenosa,en el hombre alcanza el nivel
en 50 minutos.Sin embargo,la concentracién disminuye,asi
como los niveles en el plasma con la redistribucién de
DFH por unién o almacenamiento en otros tejidos.

En una administracién continua,estos lu-

14



gares se saturan,aumenta otra vez los niveles plasméiti-
cossen 4 o 5 dias se alcanza el estado de nivel estable.

En cuanto a los niveles séricos para la
DFH,se ha determinado como nivel terapeitico una concen-
tracidén plasmética de 10 a 20 microgramos/ml.El nivel
téxico es de 30 microgramos/ml.El coma sobreviene cuan=-
do la concentracibén es mayor de 50 microgramos/ml.Con -
concentraciones menores de 10 microgramos/ml no ocasio-
nan mejoria clinica.

Niveles de 10 a 20 microgramos/ml se obtie
nen generalmente con dosis de 6-7mg/kg/dia en adultos y
9-13 mg/kg/dia en nifios (28).

La determinacidn del nivel sérico de DFH
en el plasma es la mlds conocida,en la actualidad.

Aunque no conocemos la distribucibén exac-
ta de los farmacos en los tejidos orgénicos,pensamos que
estéd en relacibn con el nivel sérico de los mismos,por
lo que ante la imposibilidad de medir la concentracidn
del anticonvulsivante en el tejido cerebral,recurrimos

a la medida del nivel sérico(29,30).

II,1.6.3.~ Biotransformacibn

Se realiza en el higado por el sistema
microsomal enzimético.

En la biotransformacién de la DFH se for-

man principalmente tres metabolitos activos:

15



-S—fenil-5*-(p-hidroxifenil)hidantoina (HPPH) (31).
~5-(3,4-dihidroxifenil)~S5-fenil-hidantoina.
~5=(3-0O-metil=-4-hidroxifenil)-5-fenil-hidantoina(8).

En el caso de la mefenitoina,es demetila-
da en un agente anticonvulsivante activo,la S5-etil-5-
fenil-hidantoina (nirvanol),aislado de la orina de 1los
pacientes sometidos a tratamiento con mefenitoina.

Parece este metabolito el responsable de
los efectos terapeuticos y tdéxicos de la mefenitoina
cuando se administra en dosis continuadas en pacientes
epilépticos.

De los productos de biotransformacibdn de
la etotoina el metabolito que aparece en mayor cantidad
es el 5-fenil-hidantoina(por N-deetilacién del compuesto)
y en menor proporcidén 3-etil-5-(p-hidroxifenil)-hidantoi-
na (derivado hidroxilado) que se presenta en orina como

glucurénido.Otro metabolito es el &cido fenilhidantoico.

II1.1.6.4.~ Excrecibn

De acuerdo con lo expuesto en apartados
anteriores vamos a describir este proceso refiriendonos
a la DFH ya que es la mas estudiada en la actualidad.

Aparece en orina alrededor de un 60 a 70%
de la dosis diaria administrada como S5-fenil-5'-(p-hidro-
xifenil)hidantoina,en un 25 a un 30% como los demds meta-

bolitos citados anteriormente y de un 1 a 5% en forma no
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metabolizada (8).

La excrecidn por orina se realiza por pro-
cesos de filtracién glomerular y de secrecidén tubular.

Los metabolitos son inicialmente excre-
tados en la bilis,pero entonces entra en el liquido in-
testinal,siendo a continuacién reabsorbido y excretado
por orina.

La DFH como tal es excretada en minima
cantidad en heces. '

En el hombre la excrecidén completa requie-
re de 72 a 120 horas después de la administracién oral
Yy un tiempo parecido después de la administracién in-
travenosa.

En pequefia proporcidén también se elimina

por la saliva (32),.

En el cuadro I se recogen las principales

caracteristicas farmacocinéticas de las hidantoinas.



CUADRO I,- Principales caracteristicas farmacocinéticas de

hidantoinas.

Absorcidn

Maxima con-
centracién
en plasma

Vida media

Metabolitos

Excrecidn

Fenitoina

Mefenitoina

Btotoina

Difusibn
pasiva en
duodeno

n

3~12 h. en
administra-
cidbén oral

2-4h. en
adminis-
tracién
oral

via oral
22 h.(en-
tre 7 y
42 h.)

via IV
entre 10
¥y 15 h.

5-fenil=5'-
-(p~hidro-
xifenil)hi-
dantoina
(HPPH)

5-(3,4-di-
hidroxife-
nil)-5xfe~-
nil hidan-
toina

5-(3-0O-me~
til-4-hidro-
xifenil)-5-
fenil-hidan-
toina

5-etil=5"~
fenil-hi-
dantoina

S5«-fenil-hi
dantoina

Z—etil=5=
(p~hidroxi-
fenil)~hi-
dantoina
dcido fenil
hidantoico

60-80%

15%

10%
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II.lc?o- TOXiCidad

De las hidantoinas utilizadas actualmen-
te en clinica,la etotoina es la que presenta menor toxi-
cidad.El sindrome téxico ocasionado por la mayoria de
las hidantoinas lo constituyen:

-Trastornos nerviosos:temblores,nistagmo,
ataxia,diplopia,vértigo,cefalea,bradiquinesia,visién bo-
rrosa,confusidn,apatia (33).

| La mefenitoina causa menos trastornos
nerviosos que la DFH,pero causa sedacibén.Se ha visto
también,dafio en las células de Purkinje en el cerebelo
por altas dosis de DFH,pero solo si va acompafiada de
hipoxia.

-Trastornos digestivos:anorexia,consti-
pacidén ,vémitos,naiseas,gingivitis hiperplésica.

Acerca del mecanismo por el que se pro-
duce la gingivitis hiperplédsica existen datos que sugie-
ren es debida a alteraciqnes del metabolismo del coléa-
geno ,al ser insolubilizado en el tejido conectivo de las
encias por la DFH excretada por la saliva (34),

-Irastornos endocrinos:se han presentado
como consecuencia de la administracién de DFH,As{,inhibe
la liberacién de hormona antidiurética (ADH),

Produce hiperglucemia y glucosuria,debido

al parecer,a la secrecibén de insulina por los islotes de
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Langherans.

De igual manera,se ha observado osteoma-
lacia con hipocalcemia e incremento de los fosfatos al-
calinos en suero,lo que se atribuye a una alteracién én
el metabolismo de la vitamina D e inhibicién de la ab-
sorcién intestinal de Ca (35),y se ha determinado cam-
bios adrenocorticales relacionados con el metabolismo
del cortisol (aumenta su metabolismo convirtiendolo en
& hidroxi-cortisol (8).

-Reacciones de hipersensibilidad:dermati-
tis,eritema,erupciones,hirsutismo,pigmentacién,acné (36).
Estas reacciones también son menos frecuentes con la ad-
ministracién de la mefenitoina.

-Trastornos heméticos:anemia megaloblés-~
tica(debido a una interferencia en la absorcidn y meta-
bolismo del &cido félico),neutropenia,leucopenia,trom-
bocitopenia,agranulocitosis y anemia apléstica.Altera-
ciones,en su mayoria,ocasionadas de forma preferente
por la DFH,

Al interferir,algunas hidantoinas,con la
vitamina K ocasionan una disminuéién de los factores de
coagulacién dependientes de esta vitamina (II,VII (X);
asi,han aparecido hemorragias neonatales como consecuen-
cia de la terapia anticonvulsivante materna (37,38).

En el caso de la mefenitoina se han pre-

sentado anemias morbiliformes,que exigen la retirada del



férmaco.A veces se produce la muerte por anemia aplas-
tica y otras causas.

~-Trastornos hepiticos:Han sido descritos
casos de hepatitis y necrosis hepéticas en el tratamien-
to con mefenitoina(23%).

~Trastornos inmunolégicos:La DFH puede
producir‘una linfadenopatia parecida al Hodgkin y lin-
foma maligno asociado a la produccidén de inmunoglobu-
lina A (39).

-0Otros trastornos:Se ha comprobado que
la administracién de DFH produce fibrosis pulmonar (31).

Por otra parte,los comunes expuestos en
la mayoria de las publicaciones han permitido descubrir
el llamado "sindrome fetal hidantoinico",que,constituye
un patrdén tipo de anormalidades craneofaciales,defectos
de los miembros,retraso de crecimiento y deficit mental,

asi como,trastornos de coagulacidén (40,41,42).

I1,1.8.~ Vias de administracién y dosis

Se administran por via oraldandose la in-
travenosa en el "status epilépticus".

Existe,ademds una difenilhidantoina sédi-
ca para via parenteral vehiculizada en un disolvente es-
pecial,constituido por una mezcla de propilenglicol al

40%,alcohol etilico al 10% y agua para inyectables (43),
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La dosis usual es 100mg tres veces al dia
en adultos.la infantil oscila en funcidén del peso entre
7,5mg/kg/dia en nifios de 15 a 20kg y 10mg/kg/dia en ni=-
fos de 10 a 15 kg.

I1.1.9.- Aplicaciones terapeuticas

Epilepsia.~ En el cuadro III se encuen-
tran recogidas los principales tipos de la epilepsia.

'Las hidantoinas estén especialmente in-
dicadas en :

-atagues ténico-cldénico generalizados
(gran mal).la mis usada es la fenitoina,que puede abolir
completamente estos ataques en un 60 a 65% de los pacien-
tes y reducir su frecuencia y gravedad en un 20% de los
mismos.la mefenitoina presenta a veces mayor actividad
que la fenitoina en este tipo de alteraciones,pero esta
ventaja estd disminuida por su mayor toxicidad.la etotoi-
na también efectiva,posee menor toxicidad y accidén far-
macolébgica.

-crisis focales jacksonianas(sensoriales

y motoras).

-epilepsia psicomotora ¢ del 1dbulo tem-
poral).Se utilizan la fenitoina y mefenitoina y de ellas
la primera es fArmaco de eleccidn.

~"status epilépticus".Puede utilizarse 1la
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DFH,
-No se utilizan en el pequeno mal,cuyos

accesos pueden ser aun agravados.

Arritmia.- Se utilizan como antiarr{t-
mico por via intravenosa en las arritmias ventriculares,
sobre todo en las producidas por intoxicacién digitédli-

ca.



CUADRU II.- Clasificacién de las epilepsias (modificacién

de la clasificacidén internacional de ataques

epilépticos).

TIPO DE ATAGUE

CARACTERISTICAS

I.- Atagques parciales
(ataques focales)

A)Ataques parciales
con sintomatologia
elemental(cortical
focal

B)Ataques parciales
con sintomatologia
compleja(1ldbulo
temporal,psicomo-
tora)

C)Ataques parciales
secundariamente
generalizados

IT.-Ataques generalizados
(bilateral,simetricos)
A)Ausencias(pe-

quenio mal)

Generalmente sin pérdida de conciencia.
Incluye convulsiones de un grupo de
misculos(epilepsia motora jacksoniana),
perturbaciones sensoriales especificas
y localizadas y otros signos y sinto-
mas limitados al Area cortical que
produce la descarga anormal,

Conducta confusa,generalmente con de-
bilitacibén de la conciencia,con una
gran variedad de manifestaciones cli-
nicas asociadas con una actividad rara
generalizada del EEG durante el ataque
pero con evidencia de anormalidades
focales del 1lébulo temporal anterior
incluso en periodos entre ataques en
muchos casos.

Pérdida breve y brusca de conciencia
asociadas con picos y ondas en el EEG
de alto voltaje,bilateral sincrénica
Yy 3 por sg,generalmente con actividad



CUADRO II (cont.)

TIPO DE ATAQUE CARACTERISTICAS

A)Ausencias(cont.) motora clénica simétrica que varia
desde el parpado a sacudidas del
cuerpo entero a veces con actividad
no motora.

B)Mioclonos epilép- Sacudidas clénicas aisladas asocia-
ticos bilateral das con breves explosiones de picos
masivo en el EEG.

C)Bspasmos infan- Desordenes progresivos en ninos con
tiles espasmos motores u otros signos con-

vulsivos,cambios difusos raros entre
ataques en el EEG(hypsarritmia y de-
terioro progresivo mental.

D)Ataques clénicos En jovenes,contracciones ritmicas
clénicas de todos los misculos,pér-
dida de conciencia y marcadas mani-
festaciones autonédmicas.

E)Ataques tdnicos kn jovenes,pérdida de’conciencia y
marcadas manifestaciones autonémicas.

F)Ataques tdnicos- Convulsiones mayores,generalmente una
clénicos(gran mal) secuencia de espasmos ténicos méximos
de toda la musculatura del cuerpo
seguidos por sacudidas clénicas sin-
crbnicas y una prolongada depresidén
de todam las funciones nerviosas.

G)Ataques atdnicos Pérdida del tono postural,con cabeza
' baja o caida.

H)Ataques aquinéticos Debilitacidn de la conciencia y rela-
jacidén completa de toda la musculatura
secundaria a una excesiva descarga
inhibidora.
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IT.1.10.- Contraindicaciones

Se encuentran especialmente contraindi-
cadas en pacientes con:
-afecciones hepéticas
-afecciones sanguineas
~hipersensibilidad

13 ~ 0
-el pequeno mal

IT.1.11.- Interacciones farmacoldgicas

Este apartado es ampliamente discutido y
continuamente renovado.

Existen farmacos capaces de elevar los
niveles plasmaticos de las hidantoinas en el hombre,
siendo en algunos casos debido a un efecto inhibidor de
dichos principios sobre el metabolismo de éstas(algunos
anticoagulantes,antibidticos,antituberculosos,estimulan=~
tes,tranquilizantes,anestésicos,...)a nivel hepatico y
por tanto bloquean la hidroxilacidén microsomal del com-
puesto,impidiendo su destruccidén y aumentando asi sus
niveles plasméticos (25,45,46).En otros casos,se debe
a la capacidad de ciertas sustancias de elevar la vida
media de hidantoinas.

Por otra parte,existen férmacos que dis-

minuyen los niveles de hidantoinas o su vida media,
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El caso de interaccidén entre fenitoina y
fenobarbital es variable,pues el fenobarbital puede au-
mentar la biotransformacidén de la fenitoina por induccibn
del sistema enzimatico microsomal hepético,peroc también
puede disminuir su inactivacidén aparentemente por inhi-
bicién competitiva (47,48).

De igual manera existen descritas altera-
ciones en el nivel plasmdtico de otros fArmacos por e=~
fecto de hidantoinas.

También encontramos interacciones de es-
tos férmacos anticonvulsivantes.con sustancias endégenas.
Algunos autores (25) han descrito disminuciones signi-
ficativas de los niveles séricos de tiroxina en sujetos
sometidos a tratamiento prolongado con DFH,

Pueden inducir a modificaciones en la vi-
da media de algunas hormonas a través de un mecanismo
de accidén enzimédtico,asi,induce las oxidasashepédticas
que afectan la metabolizacibén del estradiol y testoste-

rona,

En el cuadro III exponemos un resumen de
las principales interacciones atribuidas a la DFH,por s

ser el fédrmaco de mayor uso.



CUADRO III,- Principales interacciones atribuidas a la DFH.

Farmacos capaces
de elevar los ni-
veles plasmaticos

de DFH en el hom=~

Farmacos capaces
de elevar 1la
vidarmedia de la

DFH en plasma

Farmacos capaces
de disminuir los
niveles plasméi-

ticos de DFH o

Alteracibn del
nivel plasmé-
tico de. otros

f4rmacos por

bre su vida-media DFH
Bishidroxicuma- Bishidroxicuma- Carbamacepina(de Fenobarbital
rinicos rinicos efecto discuti- (incremento)
Feniramidol Feniramidol do) Digitoxina
Disulfiram Sultiamina Etancl(de forma (decremento)
Sultiamina Cloramfenicol temporal) Bishidroxicu-
Cloramfenicol Fenobarbital marinicos
Metilfenidato (decremento)
Clordiacepdxido Metirapona
o diacepam (decremento)
Isoniacida DDT(decremento)
Carbamacepina

(no se conoce
atn la modifi-

cacibén que sufre)
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IT.2,.,- REVISION DE TECNICAS DE VALORACION DE FARMA-
COS ANTICONVULSIVANTES

El riesgo que lleva implicito todo nuevo
farmaco exige una serie de ensayos en animales de expe-
rimentacibén antes de su administracién en humanos.

Los métodos de valoracibén de fArmacos
anticonvulsivantes podemos agruparlos en tres catego-
rias:

a) Induccidn eléctrica.
b) Induccidbén por agentes quimicos.

¢) Induccidn por lesiones epileptdgenas crédnicas.

a) Induccidn eléctrica

Albertoni (49) para el estudio de la acciédn
de farmacos anticonvulsivantes utiliza la estimulacién
eléctrica de la corteza cerebral por medio de electrodos
craneales.

Sehilf (50) emplea la estimulacién por
medio de electrodos corneales y mide el umbral de ataque
para corriente alterna aplicado durante 0,5 sg.

Merrit y Putnam (51) aplican pulsos rec-
tangulares de corriente continua de 10sg. de duraciédn
mediante electrodos bucales.

Kozelka y Hine (52) y méds tarde Alles,He-

llis,Felgen y Redemann (53,54) emplearon corriente alter-
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na de intensidad fija.Para determinar el valor del um-
bral variaban la duracién del shock en lugar de la in-
tensidad de la corriente.

Barany y Stein-Jensen (55,56) utilizan
corriente alterna a través de electrodos colocados en
el conducto auditivo externo.Estos investigadores ob-
servaron la accidén de los farmacos tanto sobre las ca-
racteristicas del ataque como sobre el umbral del mismo.

Toman y col. (57) han considerado el e-
fecto de ciertos agentes anticonvulsivantes sobre el
tipo de ataque obtenido por shocks supramaximales,in-
dependientemente de su efecto sobre el umbral.

Swinyard y col. (58) introdujeron la téc-
nica de disminucién artificial del umbral de ataque por
hidratacién de animales experimentales para,de este mo-
do,comprobar la accidén protectora de los farmacos anti-
convulsivantes.

Actualmente los métodos eléctricos miss
usados son:

-Test de ataque por electroshock méximo
(M.E.S.),en é1 se mide la capacidad de los férmacos pafa
modificar el patrén de maximo ataque inducido por co-
rriente supramixima(59).

-Test del umbral para electroshock normal
N.R.T.),consiste en determinar el efecto de féirmacos so-

bre el umbral de ataques minimos por electroshock en
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animales normales (60).

-Test del umbral para electroshock por
hidratacién (H.E.T.),se valora el efecto de fArmacos en
el umbral para ataques minimos por electroshock en ani-
males en que la susceptibilidad ha sido aumentada por
hidratacién (59).

En todos estos métodos la corriente se
aplica mediante electrodos que se fijan sobre el occi-
pucio depilado,boca,sienes,conducto auditivo externo,

globos oculares,etc.(61).

b) Induccibédn por agentes guimicos

Albertoni (50) aplicé cretina a la cor-
teza cerebral de animales experimentales produciendo
ataques convulsivos por medio de este compuesto.

Baglioni y Magnini (62) introdujeron 1la
aplicacién tépica de estricnina.

Goldstein y Weinberg (63) y Frost (64)
utilizaron el umbral de ataque producido por el cardiazol,
para probar la accidn anticonvulsivantes de farmacos en
pacientes,

Watanabe y col. (65),utilizaron inyeccién
cerebroventricular de la sal potasica de penicilina para
producir convulsiones.

Actualmente el método més utilizado es el

del cardiazol,dentro del cual existen dos modalidades: (66)



-Test de ataque maximo por eardiazol(MMS),
en el que se determina la capacidad de los féarmacos para
abolir el ataque maximo producido por inyeccidn intra-
venosa de dosis convulsivantes de cardiazol.

~-Test del cardiazol administrado por via
subcutdnea (METs.c.),en que se observa como modifica el
principio el umbral de ataque cuando se administra el

cardiazol por esta via.

c¢) Induccidén por lesiones epileptdsenas
Speransky y col. (67) introdujeron el mé-

todo de producir lesiones epileptdégenas de tipo crdnico
en perros por congelacidén focal de la corteza cerebral.

Posteriormente,Keith y col. (68) y Kope-
loff y col. (69,70) hacen uso de la implantacién de a-
limina y otras sustancias para la produccién de lesiones
focales en cerebro.

Actualmente,también se utiliza el método
de implantacién de alimina para el estudio de férmacos

anticonvulsivantes (71).
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III.-PARTE EXPERIMENTAL

IIT,1.- MATERIAL

IIT.,1.1.- Muestras

Los productos,objeto de nuestro estudio,
han sido sintetizados y cedidos amablemente por el Dpto.
de Analisis quimico de la Facultad de Farmacia.

Estos productos son la 5-benzal-hidan-
toina (BAH) y la S5-benzal-tiohidantoina (BATH),

-Constituyen compuestos derivados de la
hidentoina y tiohidantoina,respectivamente y presentan
un doble enlace en posicidén 5 conjugado con un anillo

aromédtico.

Sus férmulas estructurales y molecula-

res son:

CH CH

+ b
=0 C=—=S

E__»{fx —h

ClOH802N2 C,~HqON_ S

(BAH) (BATH)



Ambos productos son polvos microcrista-
linos de color amarillo,con P.F., de 225 2C y 245 oC pa=-
ra BAH y BATH,respectivamente.

Escasamente solubles en agua,poco solu-

bles en alcohol 7 propilenglicol y aceites vegetales.

I1T.,1.2.- Reactivo animal v via de adminis-

tracién

Al iniciar un ensayo farmacodinémico
uno de los primeros problemas que se plantean,es la e-
leccibédn del adecuado animal de experimentacidn que nos
va a condicionar en cierta manera,la via de administra-
cibn.

A la hora de plantearse un ensayo de to-
xicidad,el animal seleccionado la mayoria de las veces,
es el ratén,debido a su sencillo manejo,capacidad re-
productora y posibilidad econébmica.

La dificultad inherente al propio animal
de utilizar como via de administracidén,la oral implica
que en estos ensayos se seleccione como via,la intra-
peritoneal.

Dada la insolubilidad de las muestras en
estudio en los disolventes citados anteriormente aptos,
en la debida proporcién,para ser administrados parente-

ralmente procedimos a la micronizacidén de los productos



con objeto de facilitar su paso a través de las membra-
nas corporales.

La micronizacidén se llevdé a cabo de for-
ma manual,debido a la reducida cantidad de muestras con
que contabamos,en un mortero de 4gata,molturando el pro-
ducto durante varias horas,y midiendo el tamafio de las
particulas que permanecian en suspensién en cémara de
recuento,mediante un microscopio provisto de un ocular
micrométrico.

Los ensayos previos efectuados con las
muestras micronizadas por este procedimiento,no ofre-
cieron resultados satifactorios y como consecuencia op-
tamos por seleccionar como animal de experimentacidn
ratas hembras de raza Wistar.Utilizamos en este caso
la via oral,administrando la suspensidén acuosa median-

te sonda esofigica.

ITI.2.~- ENSAYOS DE TOXICIDAD

Para que una sustancia que posee efectos
farmacolégicos pueda ser utilizada como medicamento,es
necesario que la actividad aparezca a dosis para las
cuales la toxicidad es despreciable.

En este estudio de nuevas sustancias con
posible efecto farmacoldégico hemos determinado la toxi-

cidad aguda.
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Esta determinacidén nos permite apreciar:
- Sintomas de intoxicacién.
- DL 50,

Para los ensayos de toxicidad hemos uti-
lizado en cada dosis un lote de 6 animales (ratas Wis-
tar) de un peso medio de 200-250 g,de unos dos meses de

edad y procedentes de la misma camada.

ITI1,2.1.~ Determinacién de la toxicidad de

la S5-~benzal-hidantoina

III.2.1.1.~ Sintomas de intoxicacidén

Los animales estuvieron sometidos a ob-
sevacidén durante un periodo de seis dias y las dosis
ensayadas oscilaron entre 100 mg/kg y 2000 mg/kg,no a=-
pareciendo en ningin momento sintomas apreciables de in-
toxicacién.

Por ello,hemos seleccionado para expe=-
riencias posterioes la Gltima dosis (2000 mg/kg).Dosis
mayor a la equivalente humana de las hidantoinas que se

encuentra en el mercado.
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III,2.,2.- Determinacidn de la toxicidad de

la 5-benzal-tiohidantoina

III.2.2.1.- Sintomas de intoxicacidn

Se observaron los animales durante un
periodo de 6 dias después de la administracién.

Entre los sintomas téxicos més ostensi-
bles podemos citar: temblores,atéxia y movimiento cir-
cular no coordinado,rigidez en las patas y en la cola
y algunas presentaban somnolencia,observéndose a dosis
elevadas fuertes convulsiones cldbnicas y ténicas.

La intensidad de estos sintomas esté en
funcibén de la dosis administrada. |

Los ensayos llevados a cabo con un inter-
valo de dosis que abarca desde 1400 mg/kg hasta 100mg/kg
dosis ésta en la que no aparecen los sintomas téxicos

anteriormente mencionados.

III.2.2.2.~ Dosis letal 50 (DL,50)

Corresponde a la dosis capaz de causar
la muerte,en condiciones determinadas,del 50% de los
animales de la misma especie animal utilizados en la
experiencia (72).

Esta determinacién se funda en la eva-
luacidén de respuesta de todo o nada:muerte o supervi-

vencia de los animales.
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Como seria simple coincidencia obtener
inmediatamente 50 % de muertes a partir de un solo lo-
te,el método consiste en experimentar sobre varios lo-
tes distintas dosis de la sustancia a ensayar de mane-
ra que el porcentaje de mortalidad varia entre O y
100 %.

Los resultados obtenidos se encuentran
en la tabla I.En la curva de Trévan (fig. 1),se repre-
sentan los valores de las dosis desde DL O o dosis ma-
xima tolerada,dosis soportada por todos los animales
hasta la dosis letal 100,dosis minima que origina la
muerte de todos los animales.

La representacidén grafica de los datos
obtenidos la hemos realizado calculando los probit de
los porcentajes de mortalidad.

El probit se obtiene sumando 5 a la des-
viacién tipificada para cada valor.Lla desviacidén tipi-

ficada viene dada por la férmula:

Y, -
——lj;if- (73)

donde Yi es cada uno de los valores
M es la media de los valores
O es la desviacién tipica
Los valores de los probit en nuestro ca-

so se encuentran en la tabla I,de Fisher y Yates (74).



TABLA I

Resultados obtenidos de la administracidén de BATH a diferentes dosis

dosis(mg/kg) log.dosis N v M % mortalidad probit

800 2,9 6 0 6 100 + oo
600 2,77 6 1 5 83 5,95 |
500 2,69 6 3 p) 50 5

400 2,6 6 4 2 33 4,56
200 2,3 & 6 O 0 - 00

N: n9 de animales del lote
V: animales vivos

M: animales muertos



saiin

Fig.

1
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Para el cédlculo de la DL 50 hemos segui-
do el método de Miller y Tainter (72).

Para utilizar los porcentajes O y 100 %
cuyos probit tienden hacia el infinito,se reemplazan
éstos por los valores 0,5 . 100 y n - 0,5 . 100,

n n
siendo "n" el nimero de animales utilizados en cada uno
de los lotes.

La fig. 2 representa el cdlculo de 1la

DL 50.
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ITIT1.2.3,- Discusidn de resultados

Al efectuar los ensayos de toxicidad he-
mos podido comprobar que existe una grandisparidad en
los resultados obtenidos de moléculas que solo se dife-
rencian en un heterodtomo.

Asi,al administrar BATH aparecen sinto-
mas de intoxicacidbdn,aunque las dosis que pudiéramos
llamar"téxicas" superiores a los 200 mg/kg/animal su-
peran en mucho las dosis usuales terapetiticas de otras
hidantoinas del mercado.

Por ello hemos seleccionado la dosis de
100 mg/kg que es la dosis maxima tolerada,y en la que
no aparecen sintomas de toxicidad.

La BAH se muestra ain mas inocua ya que
hemos administrado 2000 mg/kg/animal,es decir,10 veces
mds que de BATH,sin que aparezcan sintomas téxicos apa-

rentes.,



III,.3.- METABOLISMO

ITT,3.,1.- Determinacién de la BAH en la orina

de rata

Para la determinacidén del contenido de
BAH en la orina del animal de experimentacidn,se reco-
gen las muestras procedentes de ratas mantenidas en
Jjaulas de metabolismo individuales a las cuales se les
ha administrado el producto en estudio.

La orina se recoge a intervalo de 24 ho-
ras durante 6 dias,con objeto de averiguar 1la posible
eliminacidén ,a través del fluido biolébgico,de concentra-
ciones indeterminadas de compuesto no metabolizado y de

poder establecer un balance:

BAHadministrado = BAHorina + BAHheces + BAHmetabolizado

El1 esquema de trabajo fue el siguiente:
a) Determinacién espectrofotométrica u.v. del compuesto.
b) Estudio del espectro u.v. de la orina de rata sin
tratar.
c¢) Determinacién de BAH en la orina de rata tratada.con

dicho producto.

a) Determinacidn espectrofotométrica del
compuesto

Se ha registrado el espectro u.v. del
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compuesto en disolucidén acuosa utilizando una concen-
tracién del mismo 4.107° M,

Los resultados obtenidos se encuentran en
la fig. 3,en donde se observa un maximo bien definido a
320 nm (€ = 2,0.104 1.mo1 t.cm™1) y una banda de menor
absortividad a 225 nm (g = 4,5.103 l.mol'l.cm'l).

El1 espectro se ha realizado en un espec-‘
trofotdédmetro UNICAM SP 8000 de registro automatico con

cubetas de cuarzo de 1,0 cm de paso de luz.
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Se ha completado este estudio,con la de-
terminacidén de los espectros del compuesto a diferentes
pH,con el fin de comprobar la variabilidad de su absor-
cién al pH de la orina.

Previamente,se ha estudiado la estabili-
dad del compuesto en disolucién acuosa(/-l-.lo'.'5 M) a pH
variables,comprobdndose que son estables y que sus es-
pectros nb experimentan cambio alguno durante cierto
tiempo (un mes) para pH 4cido y neutro.No obstante,su
comportamiento cambia a pH alcalino (pH superior a 12)
ya que los espectros sufren una disminucidn en el valor
de la absorbancia que puede relacionarse de acuerdo con
la bibliografia (75),con una variacién en la estructura
del compuesto formandose el 4cido hidantoico correspon-

diente:

0 i

C—NH C—NH

, =0  NaOH 7_ Cx=0

@_NH HC1(-H.,0) 7§ M
2 OONa

También se han estudiado los espectros
ultravioleta a diferentes pH.Los equilibrios Acido-base
que experimenta el compuesto en disolucidén acuosa da

lugar a que varie el sistema de dobles enlaces conjuga-



dos de la molécula y correlativamente la energia de re-
sonancia de la misma.Segin la bibliografia (75),la mo-
lécula de hidantoina puede existir en varias formas
tautdémeras en cuya formulacidn participa un doble tau-
tomerismo amido-imidol,originandose las especies si=-

guientes:

CH CH
P -
l =0 I 9-—OH
C——NH C e
’ i
0 0
I II
CH CH
I l!
A\ \
,F——OH l /p—-OH
C—-NH ?———NH
OH
II1T IV

No hay certeza sobre cuil de estas for-
mas tautdmeras existe principalmente en disolucién.Sin

embargo,parece probable gue el compuesto se encuentre
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en la forma III.Esta hipbétesis se apoya en las investi-
gaciones realizadas por Komatsu (76) en relacidn con la
desulfuracién de la 2-tiohidantoina,la cual tiene lugar
a partir de la forma 1II,

De acuerdo con su estructura la 5-benzal-
-hidantoina presentard dos equilibrios &cido-base en
disoluciébdn: desprotonaciébn de los dos grupos imidol que

quedan esquematizados en el diagrama siguiente:

H K H
i ‘ 1
C—NH G—N
, \C= 0 ’ \C —0~
/ /
C~—NH C——NH
b 8

G

i

C———Q&
Il
o==1f

o

En la figura 4 pueden observarse los es-
pectros a diferentes pH del compuesto,util;zando una con-
centracidén del mismo,l&.lO"5 M y manteniendo la fuerza i6-

nica constante (M= 0,1) con C1K.
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Como puede verse,el espectro de la espe-
cie individual neutra es el mismo en el intervalo de pH
1,0-8,5 por 1o que los estudios posteriores de la ley
de Beer y reproductividad del método se harén a pH 7,8
(fijado con tampon KH2P04/NaOH de ese valor‘de pH) ¥
las medidas de absorbancia se efectuaridn a 320 nm a la
que el espectro del compuesto neutro tiene su maximo de
absorcidn.

Las medidas de pH se han hecho en un me-
didor de pH RADIOMETER P-28,con electrodos de vidrio
calomelanos.

Para comprobar si el compuesto sigue la
ley de Beer,se preparan una serie de muestras utilizan-
do el siguiente procedimiento:

Técnica A: En matraces de 25 ml se ponen

diferentes concentraciones de BAH,Sml de

tampon KH2P04/NaOH,5 ml de KC1 O,5M(m=0,1)
enrasando finalmente con agua destilada

y midiendo la absorbancia a 320 nm fren-

te a agua.

A partir de estas muestras se observa
que la ley de Beer se cumple,fig. §,entre 2,5.10'6 y
5.107° M de BAH,

ONNERSIDAD DE SEVILLA

SR EEY



Fig. 5



Para calcular el intervalo de concentra-
cién en el cual el error es minimo (seguridad y preci-
sién del método),seguiremos las indicaciones de Ringbom
(77),representando la variacién del tanto por ciento de
transmisién frente al logaritmo de la concentracibén del
compuesto,fig.6.Por el grafico de Ringbom podemos com-
probar que lé zona de minimo error esté comprendida en-
tre 1,107 y 4,102 M a 1la longitud de onda( A ) utili-
zada,que corresponde al tramo recto de la linea repre-
sentada.

Para estudiar la reproductividad del
método se han preparado 11 muestras siguiendo la téc-
nica descrita previamente,con una concentracidn 1,6.10'5
M del compuesto,concentracién comprendida en la zona
de minimo error.

Segin lo descrito por W.J.Youden (78),
representando por x los valores de las absorbancias @
320 nm de cada muestra,por (x-i)2 a los cuadrados de
estas diferencias,se obtiene la tabla II,

Los valores de las absorbancias se han
medido en un espectrofotdémetro UNICAM SP 600 con cube-

tas de cuarzo de O,1 cm de paso de luz.
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TABLA II

Reproductividad del método

x.lO3 (x-i).lO5 Cx-i)2.106
335 +3 9
332 0 0
330 -2 4
335 +3 9
3320 -2 4
333 +1 1
334 +2 4
330 -2 4
334 +2 4
333 +1 1
333 +1 1

% = 0,332
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De los valores de la tabla LI se deduce:

% = 0,3%2 £(x - 7)° = 41.107°
7 (x-%)°
§-t .
n -1
§= % 2,02,10°2

1+

&
B

§m= + 0,61.1077

gm=

El tanto por ciento de error de la media:

100.t. §pm
% error = +

X
donde t tiene el valor 2,23 para unos limites de confian-
za del 95 % y con diez grados de libertadj;el porcentaje
de error sera:

% error = 0,4

b) Estudio del espectro u.v. de la orina

de rata sin tratar

Se puede considerar desde un punto de
vista espectrofotométrico tipico,que el compuesto a de-
terminar en la orina es la benzalhidantoina y que todas

las sustancias que absorban a la longitud de onda de su



madximo 320 nm,aunque sean productos normales del meta-
bolismo de la rata,actian como interferencia del méto-
do propuesto.Por ello es importante:

m-registrar el espectro,a una dilucién
adecuada,de las muestras de orina excretadas por una
serie de ratas no tratadas con el producto.

~comprobar la absorcidn experimentada
por estas muestras con objeto de determinar si inter-
fieren o no a la A propuesta,

-si existe interferencia,comprobar si
ésta posee una reproductividad admisible que hiciera
posible la aplicaciébén del método.

Respecto al primer punto,en la fig. 7
se ha registrado el espectro de una orina de rata no
tratada,diluida 166 veces (A4) comparandolo con el de
otra rata (B) tratada con el producto (2 g/kg de BAH,
orina recogida a las 72 horas de la administracidn) a

la misma_dilucién.
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Por la pequefla absorcibén que la orina
no tratada exhibe a 320 nm parece posible determinar
la concentracién de BAH con la ley de Beer,midiendo a
esta )\ ,siempre que se compruebe que la absorcidbdn a
320 nm de una orina no tratada es pequefia y presentsa
un valor medio.

Para ésto se estudia la interferencia
de los metabolitos normales de la orina,puesto que,los
compuestos que acompéﬁan a la BAH no metabolizada en
la orina,que absorban a 320 nm,actuaran como interfe-
rencias del método.

Se han hecho las medidas de absorbancia
en 11 muestras de orina no tratada a la A y pH del mé-
todo propuesto y se confirma que el valor medio de ab-

sorbancia es 0,060 y la & de la media 3,8.10'5.

¢c) Determinacidén de BAH en la orina de

rata tratada con el producto
Se ha seguido la eliminacién de la BAH

en lotes de 6 ratas,a cada una de las cuales se les
habia administrado una dosis de 2 g/kg del compuesto.
Las orinas se recogen durante © dias en periodos de 24
horas.

Preparando las muestras segin las condi-
ciones establecidas en la técnica A (pag.51),se harén

las medidas de absorbancia de las orinas tratadas a



320 nm y pH 7,8,sometiendo dichas orinas a una dilucién
de 166 veces y restandole a los valores de absorbancia

obtenidos para todas ellas,0.060,que corresponde a la
correccidén del blanco necesaria si se tiene en cuenta
la absorcidén de la orina misma.

Los resultados obtenidos,en cuya expre-

sibén se ha tenido en cuenta los volimenes de orina ex-

cretados por las ratas,se recogen en la tabla III,

60



TABLA III

Eliminacibén de BAH en orina

Rata n® Peso(g) Cantidad de BAH eliminada en la orina (mg)
S4n, 48h. 72h. 96h. sedia  692dia
1 238 36,0 37,86 32,25 14,0 0,53 1,76
2 2u4 29,41 68,13 42,0 3,27 3,41 2,98
3 224 41,72 131,8 89,7 10,4 O 0
4 238 25,7 53,97 101,6 71,0 35,0 11,5
5 253 35,17 62,0 2,6 4,23 10,3 4,47
6 255 40,6 88,2 106,06 4,0 0,3 5,0




ITI.3.2.~ Determinacién de la BAH en heces

rata

Como expusimos anteriormente,la diferen-
cia del contenido de BAH en orina y heces respecto al
administrado,nos daria la cantidad de compuesto meta-
bolizado por las ratas.Para determinar el contenido del
compuesto en heces es necesario un tratamiento previo
de las muestras segin el siguiente

Procedimiento: En un matraz de reflujo

de 250 ml se coloca la muestra de heces,

previamente triturada en mortero de vi-

drio,y se le afade 50 ml de etanol,some-

tiendola a reflujo durante 15 minutos.A
continuacibén se filtra la mezcla y los
liquidos de filtrado mis los de lavado

se llevan a un matraz aforado de 100 ml,

enrasando finalmente con etanol.

A partir de esta disolucidén etandlica se
toman alicuotas de 0,15 ml a las cuales se le aplican
las condiciones de la técnica A (pag.51),del mismo mo-
do que se hizo con las orinas.

Siguiendo,por tanto,un camino paralelo
con las muestras de orina,se ha estudiado primero el
espectro u.v. del extracto etanblico obtenido a partir

de heces de ratas no tratadas recogidas durante 24 horas,



para compararlas con las de ratas que se han sometido

a la accidén del compuesto.la fig. 8 recoge el espectro
correspondiente,comprobando gque es perfectamente viable
la determinacién de BAH en los extractos de heces,ha-
ciendo la correspondiente correccidén de absorbancia a
320 nm,que en este caso es 0,010,

El estudio se ha hecho en las muestras
recogidas en periodos de 24 horas durante 4 dias,pues
el 52 y 62 dias,las cantidades encontradas de BAH en
las heces han sido despreciables.

Los resultados obtenidos se han recopi-

lado en la tabla IV,
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TABLA IV

Eliminacibén de BAH en heces

Rata no Peso(g) Cantidad de BAH eliminada en heces (mg)

24h. 48n. 72h, G6h.
1 238 65,19 68,29 13,97 3,1
2 ouy 71,4 17,0 17,0 3,1
3 224 1,55 0 86,91 4,65
4 238 41,9 31,0 10,86 4,65
5 253 266,47 45,0 3,1 4,65
6 255 65,19 38,8 13,96 3,1




TABIA V

Eliminacidén total de BAH

BAH admi- BAH en BAH en  BAH total % BAH % BAH %BAH

‘Rata Peso  nistrado orina heces eliminado en en total
ne (g) (mg) (mg) (mg) (mg) orina heces elim.
1 238 476 122,4 150,55 272,95 25,7 31,6 57,3
2 244 488 149,2 108,5 257,7 30,5 22,2 52,7
3 224 448 273,62 93,11 366,73 61,0 20,8 81,8
4 238 476 298,77 88,41 387,18 62,7 18,6 81,3
5 253 506 118,76 319,22 437,98 23,4 63,0 86,4
6 255 510 42,7 121,05 363,75 47,6 23,7 71,3




I11.3.3,- Discusidn de resultados

Al administrar la BAH en dosis de 2 g/kg/
/animal,hemos podido observar que la eliminacidén méxima
en orina del producto, sin metabolizar,tiene lugar entre
las 24 y 72 horas tras la administracién.El porcentaje
excretado estid comprendido entre 23 y 60 %.

La excrecidén por heces tiene lugar de
forma mayoritaria a las 24 horas de la mdministracién
disminuyendo de manera apreciable a partir de las 96
horas.

Los valores obtenidos oscilan alrededor
del 25 %,sensiblemente més bajos que los detectados en
orina.

El1 producto se elimina como tal en pro-
porcibdn superior al 50 %,lo cual nos orienta hacia la
existencia de metabolitos o bien de otras vias de ex-

crecidn secundarias.

III.3.4,~ Determinacién de la BATH en 1la

orina de rata

Para la determinacidén del contenido de
BATH en la orina de rata,se sigue el mismo procedimien-
to que para el producto anterior,es decir,se recogen

las orinas a partir de ratas a las que se adminitré



BATH,colocadas en jaulas de metabolismo con comida y
agua.las muestras de orina se recogen también a inter-
valos de 24 horas durante 6 dias.

Se sigue un estudio paralelo al anterior.

a) Determinacidn espectrofotométrica u,.v.

del compuesto

La fig. 9 muestra el espectro u.v, del
compuesto en disolucidn acuosa,utilizando una concen=
tracién del mismo 2.102 M.Se observan dos bandas,una
con un méximo a 360 nm( € = 3,22.104 l.mol'l.cm'l) y
una banda de menor absortividad molar a 288 nm ( € =7,7.
.10% l.mol'l.cm-l).

La estabilidad del compuesto en disolu-
cidn ac:uosa(2.10"5 M) a diferentes pH,muestran al igual
que BAH,que son estables y que sus espectros no experi-
mentan cambio alguno durante igual tiempo (un mes) para
pH &4cido y neutro.Sin embargo,se comportan de forma di-
ferente a pH alcalino (pH superior a 12),ya que en el
espectro disminuye la absorbancia,relacionado con una
variacidén en la estructura del producto formandose en
este caso el 4cido tiohidantoico.

En la fig. 10,se encuentran los espectros
a diferentes pH del compuesto,a una concentracidn 2.10'5M
y manteniendo la fuerza idnica constante (M= 0,1) con

ClK.
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Los estudios de la ley de Beer y repro-
ductividad del método se harin a pH 7,8 (fijado con
tampon P04H5/PO4H= de ese valor de pH),ya que como pue-
de verse en la fig. 10,el espectro de la especie indi-
vidual neutra es el mismo en el intervalo de pH 1,0-8,5.
Las medidas de absorbancias se hacen a 360 nm a la que
el compuesto presenta su méximo de absorcidn.

Para el estudio de la ley de Beer,se pre-
paran una serie de muestras siguiendo la técnica A(pag.
51)descrita para la BAH y midiendo las absorbancias a
360 nm. frente a agua.Se observa que la ley de Beer se
cumple,fig. 11,entre 2,5.107° y 3.10™2 M de BATH.

El grafico de Ringbom,fig. 12,nos da el
intervalo de concentracidén en el cual el error es mi-
nimo (seguridad y precisién del método).Esta zona de
minimo error esti entre 5.10'6 y 2.107° M a la A uti-

lizada.
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Con una concentracién de 1.107° M de
BATH comprendida en esa zona de minimo error,se prepa-
ran 11 muestras segin la técnica descrita,para ver la
reproductividad del método. |

En la tabla VI,se recogen los valores
de x,(x-X) y (x-i)e.

De estos valores se deduce:

% = 0,330 £ (x-%)2 = 39.10°°
&= i 1,97010-3
fm= + 0,59.1077

% error = 0,43%



TABLA VI

Reproductividad del método

x.10% (x-%).10% (x-%)2.10°
300 0 0]
296 -4 16
300 . 0 0
301 +1 1
301 +1 1
%04 +4 16
300 0 0
300 0 0
302 +2 4
300 » 0 0
299 : -1 1

% = 0,300
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b) Estudio del espectro u.v. de la orina

de rata sin tratar

Este estudio se realiza de forma paralela
al de la BAH,con la diferencia de que aqui el compuesto
a determinar en la orina es la BATH y que todas las sus-
tancias que absorban a 360 nm. actuaradn como interferen-
cias del método.

| En la fig. 13,aparece el espectro de 1la
orina de una rata tratada con 100 mg/kg,recogida a las
24 horas de la administracién y preparada a la misma di-
lucidén que la orina no tratada,cuyo espectro se encuentra
en la fig. 7 (A).

Aunque el espectro de esta orina no tra-
tada presenta poca absorcidén a %60 nm.,hay que comprobar
que sta es pequefia y presenta un valor medio.

Por ésto,se hacen las medidas de absorban-
cia en 11 muestras de orina no tratada a la A y pH del
método propuesto,y se confirma que el valor medio es

0,050 7 la § de la media 4,5.1072.
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c) Contenido de BATH en la orina de rata

tratada con el producto

Se ha seguido la eliminacién de BATH en
lotes de 6 ratas a las que se les ha administrado una
dosis de 100 mg/kg/animal de BATH.Las orinas se recogen
en periodos de 24 horas durante 6 dias.

Se preparan las muestras segin la técni-
ca A ya descrita(pag.51) y se miden las absorbancias a
360 nm y pH 7,8.Previamente se diluyen las muestras 166
veces y se restan a los valores de absorbancia obteni-
dos para todas ellas,0,050,que corresponde a la correccidn
del blanco necesaria si se tiene en cuenta la absorcibn
de la orina misma.

Los resultados obtenidos,en los cuaies
se ha tenido en cuenta los volimenes de oring excreta-

dos por las ratas,se recogen en la tabla VII,



TABLA VII

Eliminacién de BATH en orina

Rata n@ Peso(g) Cantidad de BATH eliminada en la orina (mg)
24h. 48h. 72h. 96h. 52dia 62dia
1 259 0,80 0,35 0,10 0,09 0,10 0,20
> 258 0,30 0,13 0,08 0,13 0,30 0,10
3 255 0,63 0,43 0,18 0,07 0,07 0,07
4 252 0,54 0,20 0,15 0,05 0,10 0,13
5 247 0,43 0,17 0,25 0,17 0,25 0,03

6 245 1,06 0,47 0,15 O 0 0
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II1T1,3,5.- Determinacidén de la BATH en heces

de rata

Siguiendo la metodologia ya expuesta para
el caso de la BAH (pag.62),se recogen las heces de ratas
tratadas con BATH y colocadas en jaulas de metabolismo
individuales a intervalos de 24 horas durante 4 dias.

| A las heces se le aplica previamente el
procedimiento descrito para la BAH,

Paralelo a ésto,se realiza el mismo es-
tudip en heces de rata no tratadas con el producto,que
sirven como blanco.

El espectro u.v. obtenido de la muestra
de heces recogidas después del tratamiento con el com-
puesto y el realizado con la prueba en blanco,son per-
fectamente superponibles y no presenta absorcidén a 360
nm.,, A caracteristica de la BATH,

Se deduce,por tanto,la nula excrecidén del

compuesto en estudio por esta via de eliminacién.



TABLA VIII

Eliminacidn total de BATH

 BATH admi-  BATH en  BATH en
Rata Peso nistrado orina heces % BATH total
ne (g) | (mg) (mg) (mg) eliminado

1 259 25,9 1,64 - 6,3

2 258 25,8 1,04 - 4,0

3 255 25,5 1,45 - 5,7

4 252 25,2 1,14 - 4,5

5 247 24,7 1,30 - 5,3

6 245 24,5 1,68 - 6,8




IIT.3.6.- Discusién de resultados

La administracidn de BATH en dosis de
0,1 g/kg/animal nos ha puesto de manifiesto que dicho
producto se excreta como tal,5-benzal-tiohidantoina,en
orina en pequefia cantidad,4-7%,detectandose a las 24

horas de su administracidn.

Los ensayos efectuados en heces nos re-
velan que la eliminacidn de 1la BATH por esta via es

nula,



IV.-CONCLUSIONES

10“

Al realizar el célculo de la DL 50 hemos podidq
comprobar que ninguno de nuestros productos en
estudio,5-benzal-hidantoina y 54benzal—2-tio-hi-
dantoina,presentan una marcada toxicidad,siendo
adn mas inocuo el BAH que incluso a dosis de 2g/
/kg/animal no origina sintomas visibles de into-

xicaciébn.

De la conclusibn anterior se deduce la importan-
cia de la relacidn estructura quimica-actividad,
ya que la sustitucidén del azufre por el oxigeno
en la molécula de la 5-benzal-2-tio-hidantoina,

nos va a ampliar el margen terapeldtico.

La eliminacién renal de los derivados de la hi-
dantoina,como tales,es mejor cﬁando adninistra-
mos la BAH,al excretar cantidades superiores‘al
50 % de la dosis administrada.

Sin embargo las cifras obtenidas al
administrar BATH oscilan entre 4-7 % de la dosis
inicial.Esto nos permite deducir la posibilidad
de una mayor biotransformacidén del compuesto a-

zufrado.



4,- La excrecién por heces de nuestros dos productos,
en relacién a la renal, estd disminuida hasta el
extremo de no haber detectado cantidades aprecia-

bles en una de las muestras (BATH),
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