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ANTECEDENTES, ESTRUCTURA Y SINTESIS DE LAS BENZODIAZEPINAS

El desarrollo de las 1,4-benzodiazepinas comenzócon el descu­

brimiento de un compuesto farmacologicamente activo, principio activo

del Librium, que recibió el nombregenérico de clordiazepóxido.

La historia de estos compuestos comenzó en los años 195“.

cuando los tranquilizantes, en esa época una nueva clase de agentes

terapéuticos. demostraron tener considerable valor clinico. y e]

Laboratorio Roche decidió encarar un programa para sintetiaar

productos de este tipo: el objetivo era sintetizar un producto que

fuera superior a los tranquilizantes ya existentes.

El conocimiento de Sternbach sobre el proceso que tenia lugar

en el cerebro era muy limitado, y decidió atacar el problema en una

manera puramente empírica. Tenia dos alternativas: modificar drogas

ya existentes, o investigar sobre una nueva clase de tranquilizantes.

Las modificaciones moleculares de productos que tienen lan

propiedades deseadas en general es un método que da buenos

resultados. También es posible encarar el problema realizando ln

modificación de estructuras de alcaloides, hormonaso antibióticos

que existen en la naturaleza. Ademáspueden realizarse modificaciones

de drogas sintéticas, pero esta manera no pareció ser muypromjsoriñ.

ya que los tranquilizantes conocidos habian sido estudiados muy

intensa- mente por varios grupos de investigadores.

En base a este panorama, Sternbaoh y su grupo consideraro

atractivo encarar el método empírico y guiaron su interés hac'

caminosintético.

La clase de compuestos a elegir deberian satisfacer las

siguientes condiciones:

a) Ser relativamente inexplorados.

b) Ser facilmente accesibles.



w

c) Tener la posibilidad de una cantidad apreciable de variaciones y

transformaciones.

d) Ofrecer problemas quimicos interesantes.
e) Que potencialmente fueran biologicamente activos.

Se inició el trabajo con la benzheptoxdiacinas, con las que

Sternbach habia trabajado en la Universidad de Cracovia, (Dziewoñski.

Sternbach, 1930) en la búsqueda de colorantes e intermediarios de los

mismos. Dichos compuestos demostraron no ser útiles con ese fin, pero

parecian ser aptos para un programa sintético. Los materiales de

partida eran facilmente accesibles, y la transformación a las benz"

heptoxdiacinas parecia ser una reacción de aplicación general.

El primer compuesto de este tipo se preparó (Auers y von

Meyenburg, 1891) a partir de oximas de amino 1 y acetaminoacetoben—

zofenonas 2. La estructura de la heptoxdiacina fue “definitivamente
establecida" en 1924 (Meisenheimer, 1924; Auers, 1924).

H
l

CHsCOCl ——COCH3
.___——)

C=NOH

H2

C=NOH

¿H3

1 ¿H3\ {v I 2.ijs
¿H3

Estos compuestos se formaban facilmente, cristalizaban bien y

se podian aislar y purificar facilmente. Se había publicado muypoco

sobre los mismos desde que Sternbach realizara sus trabajos en

Cracovia, y no se habian investigado sus propiedades biológicas. Por

lo tanto eran ideales para los propósitos del grupo. Planearon

sintetizar un número de aminobenzofenonas 4 facilmente accesibles,
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con varios sustituyentes en el anillo bencénico, y acilar sus oximas

a productos del tipo 5.

Combinando una gran variedad de amino cetonas y acidos, se

esperó obtener un gran número de compuestos del tipo 6, en poco

tiempo, y con un minimo de dificultades.

H

X H2 X | —-C0R1 ¿g?Y H Y > X
Y

C=0 C=N-0H Ar

4 ¿2 5 ¿2 6

Las transformaciones posteriores de 6 ofrecían la promesa

de posibilidades adicionales interesantes. Uno de los primeros

objetivos del grupo fue la sintesis de nuevos compuestos, por ej.

7, que por tratamiento con aminas, se convertirian en productos con

cadenas laterales básicas como 8, ya que los grupos básicos

frecuentemente imparten actividad biológica.

A medida que avanzó el trabajo, comenzaron a tener serias

dudas sobre la estructura de los heptoxdíacinas del tipo 7 y 8.

En particular, los resultados de los experimentos de hidrogenación

eran altamente reveladores. El oxigeno se eliminaba muyfacilmente y

se formaban quinazolinas con buen rendimiento. Los estudios

adicionales demostraron inequivocamente que las asi llamadas

_ 3 _



heptoxdiacinas no poseían la estructura postulada, sino que eran, en

realidad 3-óxidos de quinazolina, comolas estructuras 9 y 10.

CH CI '

X \. 2 X \\ \T/CHÏ—NRRYI / Y
\\0 // z' \\o

9 10

Estos nuevos compuestos se sintetizaban y transformaban

facilmente. Se sintetizaron un buen número de los mismos, del tipo

9 que se trataron con aminas secundarias y se obtuvieron productos

de sustitución del tipo 10. La reacción tuvo lugar facilmente, los

productos cristalizaron muybien, pero las propiedades farmacológicas

fueron frustrantes. Ni la eliminación del oxigeno de N-óxido ni la

hidrogenación en las posiciones 3,4 dieron algo de interés.

(Sternbach, 1960) En ese momento(1955), debieron dejar el trabajo

en el campo de las quinazolinas para dedicarse a sintetizar.

purificar, y degradar varios antibióticos, y por lo tanto debían

hacer una limpieza del laboratorio. Durante la realización de esta

tarea, Reeder observó dos productos, una base con buenos cristales y

su clorhidrato. Ambos compuestos habian sido preparados por

tratamiento del Nwóxido de quinazolina 11 con metilamina. Se envió

la sal soluble para una evaluación farmacológica en 1957, esperando

un resultado negativo, sin saber que ésta era la iniciación de un

programa que los tendria ocupados durante varios años.

El compuesto poseia propiedades farmacológicas muy

interesantes, en los test preliminares que se utilizaban para

tranquilizantes y sedantes. Tenia propiedades sedativas, miorelajan"

tes, y anticonvulsivas. Carecia de propiedades hipnóticas por debajo

de su dosis tóxica, caracteristica que lo diferenciaba muchodel

fenobarbital. A diferencia de la clorpromazina y la reserpina, no
_4_



tenia efecto sobre el sistema nervioso autonomo_su baja toxicidad

(620 mg/kg en ratones), fue alentadora.

Desde el comienzo se tenian dudas sobre la estructura de

estos compuestos, ya que los espectros IR y UVeran completamente

diferentes de los del material de partida 11 o de otros 3-óxidos de

quinazolina. En ese momentono se utilizaban el RMNo el espectro de

masa para la determinación de estructuras de moléculas de

heterociclos, y emplearon métodos clásicos para realizar su

determinación. El producto de la reacción tenía el peso molecular y

la composición elemental esperados. Estaban presentes el grupo

metilamino y la función N-óxido. Los estudios de degradación

(Sternbach, 1961a) permitieron establecer definitivamente que el

compuesto tenía la estructura 13 y no la 12 (ESQUEMA1).

CH m

\ 2 YCHQ- NHCH3
/ + CHSNHZ oO /N\ o

n Ó ‘2 o

NHCHs. NHCH3

PCI Cr[:::I:NC=N\\ 3 c:
o -———>

13 14

NH2

HOOC=o \\c CH _
+ NHZ/ 2 + HZN CH?>

15

ESQUEMA 1
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En primer lugar se quitó el oxigeno del N«óxido y luego se

hidrolizó el compuesto 14 con ácido. El producto de la reacción fue

la aminobenzofenona 15 utilizada como material de partida, con

rendimiento cuantitativo. El residuo soluble en acido dio, después de

la benzoilación por el procedimiento de Schotten-Baumann, benzoilme"

tilamina y ácido hipúrico, con rendimiento mayor que el 60%. Los

productos de degradación, glicina y metilamina, sólo podrian resultar

de la hidrólisis de la benzodiazepinona 13 via 14 y no de la

quinazolina 12 u otro isómero concebible.

Esta inusual transformación de 3-óxidos de quinazolinas a

4-óxidos de benzodiazepinas los llevó a investigar esta reacción en

profundidad. El estudio de varias condiciones de reacción, solventes.

y el comportamiento de algunos análogos los llevaron a concluir que

el grupo metilamino ataca al 3*óxido de quinazolina 11 en la

posición 2, debido a su carga residual positiva, y que la reacción

no se debe, como seria de esperar, a un reemplazo del átomo de cloro

reactivo (Sternbach, 1971). Se formaría un intermediario del tipo

16 que muy probablemente se transforma Via 17 en el derivado de

1,4 benzodiazepina 13.

NHC

HCH3 . =< 3 :C/NHCH3
CHSNH2 CHZCI CHZCI/ —CIH /
____, C= \

I N\OH 0

16 17 13

UBMUM

Las interesantes y prometedoras propiedades farmacológicas de

estos compuestos los llevaron a sintetizar un número de compuestos

- 6 _



relacionados 19, obtenidos haciendo reaccionar los 3-óxidos de

quinazolina 18 con amoniaco y una variedad de aminas primarias

(Sternbach, 1961c). La sintesis de estos análogos y homólogos les

permitió registrar una patente sobre 2-amino-l,4—benzodiazepin—4—

óxidos, con varios sustituyentes en el anillo bencénico anelado y en

CHZCI '\ HR
R1 ___, R1/ \0 z \o
'18R2 19R2

La evaluación farmacológica de todos estos análogos y

homólogos mostró que ninguno de ellos era significativamente superior

al primer producto, el derivado metilamino 13. Se intensificó el

estudio de este compuesto y se preparó la evaluación clinica y su

posible introducción. Se exploraron más profundamente sus propiedades

farmacológicas y psicotrópicas en animales, se expandieron los

estudios toxicológicos y se inició una investigación clinica intensa.

El producto presentó propiedades ansioliticas muy valiosas, y se

introdujo en el mercado con el nombre comercial LIBRIUM(1960). El

nombre genérico que luego fue aceptado fue clordiazepóxido. El

tiempo transcurrido entre el primer test farmacológico y la

introducción en el mercado fue de sólo 2 1/2 años.

Luego se pensó en encontrar una forma que permitiera realizar

la preparación de un elixir o jarabe de uso pediátrico o geriátrico,

ya que el clorhidrato del clordiazepóxido, la sal soluble

clínicamente utilizable, era extremadamente agria. Se encontró que

una suspensión de la base insoluble, finamente pulVerizada, era

inapropiada. Más aún el acetil derivado 20, farmacologicamente
- 7



equipotente, también demostró ser muy agrio a pesar de su baja

solubilidad. Las soluciones o suspensiones de 13 y 20 eran

relativamente inestables. El sustituyente en la posición 2 era la

causa de la inestabilidad y se quitó por hidrólisis ácida (Sternbach

1961 (2)). El producto de descomposición 21 presentó la misma

actividad farmacológica que 13 (Sternbach, 1966). Una posterior

transformación de este producto fue quitar la función N-óxido para

formar 22. Este cambio tampoco modificó las propiedades farmacoló­

gicas, y más aún la actividad pareció estar levemente exaltada. Es

deCir; algunas de las caracteristicas del clordiazepóxido, por ejem«

plo, la función N-óxido y particularmente el sustituyente básico no

eran necesarias para su actividad farmacológica.

/,CO - CH
N

(CHBco)2 o \CH3

w ——> o
+

H + \o
H Q

O y —> O a)’ c\o
21

22

demetíldíozepam

3

demoxepom
nordozeponw

La única característica comúna todos estos compuestos biolo­

gicamente activos era el sistema del anillo 1,4-benzodiazepinico, con

un cloro en la posición 7 y un grupo fenilo en la posición 5.

Basados en este concepto, el grupo de Sternbach inició un

programa de modificaciones moleculares, buscando productos de carac«

_ 8 _



teristicas superiores a las del clordiazepóxido_ Encontraron que

los Nsóxidos del tipo 21 podian prepararse facilmente por trata"

miento alcalino de N-óxidos de 2-(clorometil)quinazolina 18.

Los resultados de los estudios farmacológicos de estos

N-óxidos 24 no fueron muy interesantes; diferentes sustituyentes
tenian sólo efectos minimosen los espectros biológicos y potencias

1 CH2 CR C:
N\0H

23 R2

de estos compuestos. Quimicamente, sin embargo sobre ellos se realiza

una interesante reacción por tratamiento con ácido o anhídrido

acético, (reordenamiento de Polonovsky), que dio por resultado la

formación del 3—acetoxiderivado 25. Este reordenamiento de los

4-óxidos de benzodiazepinas fue estudiado por los equipos de

investigación de los laboratorios Wyeth (Bell, 1962) y Roche (Reeder

y Sternbach). Por hidrólisis l suave de 25 se produce el

3-hidroxiderivado 26, oxazepam biológicamente activo, cuya

patente fue presentada por Wyeth, en 1965 con el nombre de Serax en

los E.E.U.U..

El equipo de Roche concentró sus esfuerzos en benzodiazepim

nonas simples sin la función N-óxido. La investigación de sintesis

alternativas de estos compuestos relativamente simples dio por



H H
AcO al

2 \C=° “20 \c=o

21———>O )—0Ac OH

25 o 26
oxozeponw
SEM“

resultado un número de rutas que llevaron a los productos deseados

con buenos rendimientos. En el esquema 2 se muestran dos de los

métodos que fueron utilizados con mayor frecuencia. (Sternbach. 1962)

En ambos casos el material de partida fueron las o-aminoben_

zofenonas 27. El tratamiento de la aminobenzofenona sustituida con

un haluro de haloacetilo dio un compuesto del tipo 28, que por

tratamiento con amoniaco, via el amino derivado 29 produce la

benzodiazepinona 30. Este método, con múltiples pasos generalmente

da buenos rendimientos totales, de productos muypuros (entre 70 y

80%).

El otro método involucra el tratamiento de una aminobenzo”

fenona con el clorhidrato de un éster de un aminoácido en piridina,

que lleva directamente de 27 a 30. Facilita la sintesis de benzom

diazepinonas con sustituyentes en la posición 3, ya que existen

muchos d-aminoácidos comerciales con una variedad de sustituyentes en

el carbono (Esquema 2).

Con esos dos métodos, se prepararon distintas benzodiazepi­

nonas con numerosossustituyentes en diferentes posiciones del anillo

A. Una modificación subsecuente fue la introducción de un sustituyen—

te en la posición 1, que se obtuvo facilmente por tratamiento con una

base y un agente alquilante.

A fines de 1959, justo antes de la introducción del Librium.

Sternbach y colaboradores iniciaron la búsqueda de un producto

_ 10 _



3 3
R 5 II?

4 R-CO-CHR —x 5
1 C0——CHR xR1 ———> R

C=O =O
28

R3-— R4- ¿7— _

MddMG AM——O._C=0 NH
g \CHR'CIH 3

R3 H2N/ 5R3

\c=o 5 ' '—co—CHR

R1O N R‘CC ¿H<— c=o 20

30 29

ESQUEMA 2

clinicamente superior a éste. Todos los compuestos disponibles tenian

un espectro de actividad similar, pero sólo uno, el 1-metil derivado,

(7-cloro—1,3-dihidro-lhmetil—5—fenil—2H—1,4-benzodiazepin-2*ona) 31

era significativamente más potente que el clordiazepóxido. Su

toxicidad era extremadamente baja.

\C=O

o y 31/ diazepam, ValiumC

Este producto es 3 a 10 veces más potente que el

clordiazepóxido. Sus propiedades psicotrópicas y farmacológicas se

estudiaron en profundidad y dieron excelentes resultados. Se le dio

el nombre genérico de diazepam, y después de estudios

toxicológicos y clinicos apropiados, a fines de 1963 se introdujo en

_.11 _



el mercado con el nombre comercial Valium. En este caso el tiempo

transcurrido entre el primer test farmacológico y 1a introducción en
el mercado fue de 4 años.

Cuandoapareció la patente del Librium, (Sternbaoh, 1959),

otros centros de investigación también iniciaron la investigación de

derivados benzodiazepínicos. Esa intensiva actividad dio lugar a un

númerode valiosas rutas alternativas para la sintesis de los mismos.

En pocos años el grupo de Sternbach sintetizó y realizó la

evaluación farmacológica de unas tres mil 1,4-benzo y heterodiaze—'

pinonas. Esto involucra la preparacion, identificación e investi_

gación farmacológica de unos cuatro mil intermediarios y productos

secundarios.

RELACIONES ESTRUCTURA ACTIVIDAD

El gran número de benzodiazepinonas de que disponía el grupo de

Sternbach, le permitió estudiar las relaciones en estas series. Desde

el inicio de las investigaciones se hizo evidente que el esquemade

sustitución juega un rol importante, y es de gran importancia la

sustitución en la posición 7 del anillo A. Los sustituyentes en

los anillos C y B tienen efectos adicionales. Los ¡hechos

significativamente más importantes son los siguientes: (Sternbach‘

1968; Sternbach, 1966; Childress, 1964).

ANILLOA: generalmente sustituido en la posición 7. La actividad

está incrementada por grupos atractores de electrones, como

halógenos, N02 y CF3, y disminuida por grupos no atractores, como

i 12 _



CHa y OCHa. El grupo atractor en dicha posicion podria

interaccionar electrostaticamente con un sitio especifico del

receptor. (Loew, 1984) La actividad estaria disminuida por la

presencia de sustituyentes en posiciones distintas que la 7.

Se conocen análogos clorados de otro anticonvulsivo, el

fenobarbital, que presentan mayor actividad y mayor duración de la

acción que el barbital, aunque no se han desarrollado clínicamente.

(Swinegard, 1963)

ANILLO B actividad incrementada por un grupo metilo en la

posición 1; disminuida por sustituyentes grandes, comoel terbutilo.

ANILLO C Actividad incrementada por halógenos en 2'(Cl o F) y

muyfuertemente disminuida por sustituyentes en 4'.

Estas reglas probaron ser una guia importante en el curso de

los estudios posteriores que llevaron a sintetizar benzodiazepinonas

con distintos sustituyentes en la posición 7 y con cientos de

sustituyentes en la posición 1. De particular interés fue el 1-ter­

butil homólogo del diazepam, casi completamente inactivo (Gilman.

1971). Mientras que otros grupos alquilo son facilmente removidos por

los microsomas del higado, el grupo terbutilo no es atacado, según lo

demostró el grupo de metabolismo de Roche.

Basándose en todos los hechos encontrados, Sternbach y su

grupo sintetizaron un compuesto que combinaba todos los factores

conocidos para impartir alta actividad: grupo metilo en 1, grupo

nitro en 7, y F en la posición 2'. (Sternbach, 1966, 1968) Resultó

ser, una de las benzodiazepinonas farmacologicamente más potentes,

ilustrando de esta manera la aditividad o potenciación de las

propiedades de grupos farmacofóricos en las series de
-13­



benzcdiazepinas. Este producto fue introducido en Suiza en 1975, como

un potente hipnótico, actuando en dosis de lmg, con el nombre de

Flunitrazepam, 32. (Sternbach, 1962, 1966)

\C=O

No alli _,J> 32
flunürozepon1

En todos los casos las propiedades hipnoticas, miorelajantes

y sedantes, ansiolíticas y anticonvulsivas están presentes en grados

variables. Sólo varia la preponderancia de una u otra propiedad sobre

las otras. Puede no ser necesario que el anillo A esté anelado. como

en la 2-(p-clorofenil)pirazolo[4,3-c]quinolin—3(5H)—ona, ansiolitico

con actividad anticonvulsiva, (Williams, 1984) en donde el anillo

fenilo libre aparece comoanálogo del anillo A.

Las benzodiazepinonas con un fenilo en la posición 5 son los

compuestos biológicamente más activos y más facilmente accesibles.

Sin embargo varios grupos, incluyendo el de Sternbach, sintetizaron y

estudiaron muchas benzodiazepinonas con otros sustituyentes en la

posición 5. Pocos productos fueron de interés y algunos fueron

dificiles de sintetizar. Están en el mercado: un olspiridil

derivado, bromaZepam, 33, de Roche (Fryer, (1964), y un

ciclohexenil derivado, el tetrazepam, 34 (Schmidt. 1967),

introducido por Clin-Byla, que actúa como músculo relajante. (Wong,

1986)

Se han sintetizado benzodiazepinonas 5-alcoxi—sustituidas,

con actividad anticonvulsiva similar a la del diazepam, (Hamor,

1983).



T ws
\C=0 \C=O

J 33 o J 34B / bromozepom / tetrozepom

I \/ Ó
Alguno de lÓS desarrOIIOS más interesantes corresponden a la

obtención de derivados con anillos adicionales unidos al núcleo

benzodiazepínico en las posiciones 1 y 2. Entre ellos los

compuestos más interesantes son las triazolobenzodiazepinas 35,

generalmente más potentes que las 1-metilbenzodiazepinonas

correspondientes y fueron sintetizadas e investigadas por los grupos

de Takeda (Meguro, 1970) y Upjohn. (Hester, 1971).

= CH3, X = H olprozolom

35 = H, X = H estozolom

= CH}, X = Ü, Übzdom

Al respecto, ultimamente se ha prohibido la utilización del

triazolam, ya que produce alucinaciones.

Uno de los principales objetivos de la inVestigación en el

campo de las benzodiazepinonas es el descubrimiento de productos que

tengan un espectro más estrecho de actividades biológicas, es decir

la obtención de productos con propiedades más específicas:

ansioliticas, miorelajantes, o anticonvulsivos que causen menor

efecto sedante, compuestos con pronunciadas propiedades

antidepresivas, o drogas que actúen en la psicosis. En la Figura 1

aparecen otras benzodiazepinas, que hasta la década del 80 se
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utilizaban en los E.E.U.U., con sus nombres genéricos y comerciales.

se sintetizaron otras benzodiazepinas. comoPosteriormente,

lormetazepam 41, temazepam 42, acido clorazépico 43,

camazepam 44, medazepam 45, y flurazepam 46. El nitrógeno

en posición 4 puede ser incorporado a un anillo como en cloxazolam

47 y quetazolam 48. o puede pasar a la posición 5, como en e]

clobazam 49. (JapP» 1988) (Fig. 2)

ESTUDIOS CONFORMOCIONALES

La conformación molecular parece ser el factor que

probablemente más influencie la actividad de estos compuestos.

siempre que los grupos quimicos adecuados estén presentes en la

configuración espacial correcta para la unión.

Sobre la base de estudios cristalográficos de rayos X,

Cammerman y Cammerman (1971, 1972, 1970, 1977a, 1977b, 1974. 1884.

1989, 1981) sugieren, que la conformación molecular es un factor

clave en la actividad terapéutica de un número de drogas

anticonvulsivas, aunque las mismas no estén muy relacionadas

químicamente. Este enfoque es promisorio pero restringido ya que la

estructura cristalina da solo una conformación de baja energia de

cada molécula, a pesar de que en solución pueden existir varias

conformaciones de tan baja o menor energia.

En una serie de estudios (Cammerman, 1970, 1971a, 1971b.

1972a, 1972b, 1974, 1977); Fawcett, 1977), se analizaron las

estructuras de compuestos anticonvulsivos, entre ellos el diazepam.

la difenilhidantoina y la prociclidina, que aparentemente tenian

pocas similitudes químicas y se sugirió que la acción anticonvulsiva

podria ocurrir por el mismo mecanismo. Todas las estructuras

analizadas tenian dos regiones hidrofóbicas. y los autores
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demostraron que cuando dichas regiones se superponian‘ cada compuesto

demostraba tener dos grupos donores de electrones situados

posiciones y orientaciones similares. (Cammerman,1974) A pes: de Jn

cual se han encontrado análogos de benzodiaaepinas casi superponibles

con el diazepam, que no presentan actividad antíconvulsiva.

(Sternbach, 1974; Gilli, 1978). Estos argumentos fueron refutados por

Andrews (1982). que recalcó que el término estereoquimica se refiero

nO 5010 a la geometria 3-D de la molécula sino también a las

propiedades electrónicas de sus grupos funcionales en el espacio. En

lo concerniente a la orientación de los anillos hidrofóbicos. se ha

demostrado (Andrews, 1982) que existe consistencia entre estas series

siempre que se comparen las configuraciones absolutas.

Se han encontrado compuestos no benzodiazepinicos que Se

unen especificamente al receptor de las benzodiazepinas en el rango

nona molar, como por ejemplo, zoplicona y suriclona (Elfand. 1981.

1982; Blanchard, 1983) y se han realizado estudios para establecer

las caracteristicas 3-D comunes entre distintas estructuras que se

unen al mismo receptor. (Cripper, 1982)

Las estructuras cristalinas de las benzodiazepinas muestran

unicamente conformaciones bote del anillo benzodiazepinico, todas muy

similares en geometria, aún cuando haya más de una molécula en la

celda unitaria. En las benzodiazepinas no enantioméricas en C3, en el

cristal pueden existir dos imágenes especulares de la forma bote,

mientras que en solución, estas se interconvierten.

El diazepam, puede existir en dos conformaciones I y II. en

donde el cambio en la conformación resulta del flipping del grupo

metileno del anillo benzodiazepinico a través del plano del anillo

aromático A. Estas dos formas son imágenes especulares. Cohen (1985)

sugiere que la conformación I es la forma activa que se une al sitio

activo quiral del receptor benzodiazepinico. (Blount, 1983)
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Esta propuesta esta basada en los efectos estructuran

actividad benzodiazepinica de las 3-metil—1,4-benzodia3epinas

enantioméricas A y B.

CH3
Lcáo <fi

>IIICH3
=N

A o R =

b R =

En estas series se han encontrado actividades biológicas

contrastantes. Por ejemplo, Aa es mucho más activa que Ba. El

análisis conformacional de las dos series enantioméricas, en estado

sólido (Blount, 1983), y en solución (Sunjic, 1979), muestran que la

conformación preferida de análogos de A es del tipo I, mientras que

la Bb se encontró en la forma II. En ambas series el grupo metilo

está en posición ecuatorial y eclipsa la función ceto adyacente.
Ambos análisis han llegado a la misma conclusión, proponiendo que la

conformación I Sería la forma activa reconocida por el sitio

receptor. Consistente con esto, se ha demostrado (Fryer, 1983; Fryer

y Gilman, 1983; Blount, 1983), que las actividades biológicas

observadas para análogos de antramicina en enantiómeros como C-D o

E-F puede ser comprendida perfectamente sobre la misma base. A1

respecto se ha demostrado que Fb puede ser perfectamente superponible
-19­



Í

H NH

Cl u/
II a R = H 0
o

C b R = Cl D

CH CH

l 3 l 3 O

GH
H o R = H ‘

C ' b R = CI fi
H 0
o

E F

con la Propuesta conformaCiÓnactiva del diazepam. (Fryer, 1983)

En las benzodiazepinas sustituidas en CB, solo se encontró

la forma bote con el sustituyente pseudoecuatorial, tanto en estado

sólido como en solución. Además, las benzodiazepinas enantioméricas

en CB muestran diferencias significativas en la actividad. Tanto los

datos de binding al receptor, (Blount, 1983; Andrews, 1983) como los

de actividad in vivo (Mennini, 1983; Braestrup, 1983) indican que los

enantiómeros S de las 3-metilbenzodiazepinas son significativamente

más activos que los enantiómeros R, y se unen al centro quiral del

receptor benzodiazepinico. La interacción del metilo axial y el

anillo fenilo anelado provoca que la conformación con el metilo axial

sea de mayor energia que la forma con el metilo en posición

ecuatorial.
Los mismos autores revelaron pautas tridimensionales comunes

esquematizadas en la siguiente figura, y han deducido un modelo

generalizado de los requerimientos estereoquimicos de unión al

_ 20 ­



receptor benZOdiazePinico. (Fryer, Gilman, 1983)

A

X: Sustituyente, por ejemplo, halOgeno,
A: Anillo aromático o heteroaromático.
B: Doble unión (formal o en una forma de resonancia

nl y n22 Sistema n (átomo electronegativo o parte de
un anillo aromático

El modelo consiste en 5 sitios separados de binding, en donde

A, B, y H1 son esenciales, y los otros dos, X y nz, permiten

modular la intensidad del binding. Por ejemplo, la beta carbolina,

tiene buena afinidad por el receptor benzodiazepinico y no tiene el
sistema H2. La distancia entre el centro del anillo A y el sistema

n es evaluado en alrededor de 6 A° cuando el grupo nl está

localizado enfrente del plano del anillo A.

De acuerdo con este modelo, se diseñaron nuevas entidades

químicas que resultaron activas. (Fryer y Gilman, 1983)

Se examinaron las caracteristicas estructurales de las

benzodiazepinas que resultaron biológicamente activas para

relacionarlas con los posibles sitios activos de binding, que tambien

pueden ser accesibles a los ureidos ciclicos, que pueden actuar como

anticonvulsivos. El N4 y el C=Odel diazepam son importantes en el

binding de las benzodiazepinas (Loew, 1984; Borea, 1984; Fodai, 1983;

Sarrazin, 1979; Paul, 1978, 1980), y también se ha propuesto el rol

del N1 del diazepam. (Crippen, 1982)
2



Los estudios de inhibición de binding de 3H diazepam‘

muestran que éste es el único heteroátomo común en todas las

benzodiazepinas activas estudiadas, (Andrews, 1984) aunque ésto no

necesariamente implica que el binding en este sitio particular sea

necesario para la actividad anticonvulsiva. Los otros puntos comunes

vistos en las Bz activas son C=X (X=O,S, N, o C) en C2 y el anillo

aromático anelado.

METODOS DE VALORACION DE BENZODIAZEPINAS

Los estudios de estabilidad que se realizan sobre las benzo­

diazepinonas y sus formas farmacéuticas contribuyen a un mejor cono­

cimiento de sus propiedades fisicoquimioas y de su comportamiento

farmacológico y toxicológico.

Las benzodiazepinas, por su inmensa aplicación, se encuentran

muy frecuentemente en toxicologia clinica y forense. Baumler, (1961)

recomienda el screening de estas drogas por su determinación en orina

después de la hidrólisis ácida, que se realiza para descomponerlos

conjugados. La descomposición de estos últimos por hidrólisis enziw

mática tiene la ventaja de que deja las moléculas de benzodiazepinas

intactas, pero generalmente lleva 12 horas, y por la tanto no permite

un procedimiento rápido.

Existen varios métodos de identificación de los productos de

hidrólisis ácida (benzofenonas y análogos), que emplean ccd,

(Battista, 1979) cgl, (Battista, 1979; Schutz, 1978) o HPLC(Harzer.

1977, a y b).

Hailey (1974) en su articulo de revisión menciona varios

métodos de detección. Según Maurer (1981) ninguno de ellos permite la

detección rápida y exacta, que es importante en las estimaciones

clinicas y forenses, ya que las distintas benzodiazepinas tienen

potencialidades farmacológicas muy diferentes. Estos autores
_ 22 _



realizaron experiencias con orina, después de la administra01on de

una dosis terapéutica, con la excepcion de clonazepam, 37,

flunitrazepam, 32 y lormetazepam, 41 que fueron detectadas en

orina de ratas. Utilizaron un método computarizado de cgl y

espectrometria de masa, previa hidrólisis de 10 ml de orina con 3 ml

de ClH concentrado durante 15 minutos, y posterior extracción de 1a

muestra en medio básico (pH8-9), con éter etílico.

Camazepam, 44, clobazam, 49. flurazepam, 46, y meda2e—

pam, 45, se excretan completamente en orina como sus metabolitos.E1

medazepam y su metabolito demetilado no son hidrolizables, debido a

que no contienen el anillo lactama. Aunque el camazepam, 44, y el

diazepam, 31, y sus metabolitos son hidrolizados a la misma benzo­

fenona, la ingestión de las drogas puede ser diferenciada por las

proporciones relativas de los dos productos de hidrólisis, ya que el

camazepam produce más 2-(N-metil)amino-5-clorobenzofenona, 50, que

2-amino-5-clorobenzofenona, 15, mientras que el diazepam lleva a

más 2-amino-5-clorobenzofenona, 15, (del demetildiazepam, 22 y

oxazepam, 26), que 2-(N-metil)amino-5-clorobenzofenona. 50, (del

diazepam). De aqui surge la importancia del análisis de los espectros

de masa de las o-aminobenzofenonas, en la realización de estudios

sobre muestras biológicas.

Sólo el clorazepato, 36. el clordiazepóxido, 13. y el

oxazepam, 26, no pueden diferenciarse por los productos de

hidrólisis ácida debido que sus metabolitos se hidrolizan sólo a

2-amino-5-clorobenzofenona, 15.

La mayor parte de los trabajos publicados sobre el uso de HPLC

para el análisis de benzodiazepinas, que incluyen al diazepam.

describen métodos para la cuantificación e identificación de estos

compuestos y de sus metabolitos en muestras biológicas, ya sea para

usos farmacológicos o para aplicaciones clinicas. (Bugge, 1976;
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Osselton, 1977; Kabra, 1978; Brodie, 1978; Perchalski, 1978). Se han

publicado varias separaciones que utilizan HPLCque incluyen diazepam

31; (Scott, 1970; Rogers, 1974; Macek, 1975) las mismas separan

diazepam de otras drogas semejantes. (Chan, 1974; Jane, 1975) También

se utilizó la cromatografía liquida para cuantificar el diazepam,

como producto de descomposición del quetazolam, 42. (Weber. 1972)

Un método corriente para el análisis de comprimidos de

diazepam, es el método espectrofotométrico. En este procedimiento, la

masa de comprimido se extrae con cloroformo. Los extractos se

combinan, se llevan a volumen, y se lavan con una solucion buffer de

borato de sodio. La capa orgánica se pasa por sulfato de sodio

anhidro, y una alicuota de la misma se lleva a sequedad. y se

disuelve en alcohol ácido. Se mide la absorbancia de la solución y se

compara con la de un standard.

Emery y Kwoto, (1979) del Departamento de Control de Calidad

de Hoffmann-LaRocheInc., describen un procedimiento para el análisis

de diazepam, 31, en tabletas, que separa dicha droga de sus precur­

sores, la 7-cloro-1,3-dihidro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-ona

(demetildiazepam), 22, y de los productos de descomposición 3-am1—

no-6-cloro-1-metil-4-fenilcarbostiril, 51 y 2-(N-metil)amino—5—clov

robenzofenona, 50 y es especifico e indicativo de la estabilidad.

Involucra la adición de un standard interno, (benceno), a la masa

pesada del comprimido, extracción del compuesto activo con metanol. e

inyección en el cromatógrafo, que utiliza un detector de UVde 254

nm. Se utiliza una columna de fase reversa Cla, y una mezcla de

agua metanol (350-650) como fase móvil. Si hay productos de

descomposición el limite de detección es de 0.1 %. Sin embargo. al

analizar tabletas de diazepam que habian expirado, no detectaron

productos de degradación.
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Reif y

de métodos que

del oxazepam 26

pinas, pero no

farmacéuticas en

desarrollaron un

comprimidos y en

metanoltaguarácido

nm. Para dar más

DeAngelis (1983) mencionan que existen gran cantidad

utilizan HPLC, para la deteccion y cuantificación

en fluidos _biológioos y en mezclas de benzodiazee

encontraron métodos selectivos para formulaciones

presencia de productos de degradación, y por ello

método especifico y preciso para valorar oxazepamen

cápsulas, que utiliza HPLC,columna en fase reversa,

acético como fase móvil, y detector de UVa 254

validez al método, aislaron e identificaron los prom

ductos de degradación.

La utilidad del HPLCse pone de manifiesto, especialmente, en

las benzodiazepinonas termolábiles. (Reif, 1983; Harzer, 1977;

Brodie, 1978; Kabra, 1978; Vree, 1979); Taylor Noggle, 1979;

Lensmeyer, 1982; Phu-Lich, 1982; Plettemberg Von, 1983; Bargo, 1983;

Chiarotti, 1986) Ergüven y colaboradores (1987) estudiaron la esta­
bilidad del

grafía liquida de

reversa (C18), con

230 nm,

oxazepam 26' en forma farmacéutica sólida, por cromato­

alta resolución, utilizando una columnaen fase

metanol-agua 70-30 como fase móvil, detección a

y temperatura de trabajo de 28°C. Complementaronel estudio

utilizando cromatografía en placa delgada.

Recientemente fueron introducidos procedimientos basados en

HPLC con

previa

modo de

con microcolumna,

detección electroquimico reductivo y purificación

que permiten la detección de benzodiazepinas
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y sus metabolitos en pequeñas muestras de sangre contaminada y

degradada, tipicas del trabajo forense. (Lloyd, 1989) Dependiendo de

la benzodiazepina, los limites de detección y los valores de

recuperación están en los rangos de 0 3-12 ng/ml y 75-95%

respectivamente, y las selectividades superan mucho las de las

técnicas de HPLCutilizadas usualmente para este tipo de muestras.

La detección se realizó con un electrodo gotero de mercurio.

mantenido usualmente a -1.2 V vs. Ag/ClAg. Lo común a todas las

benzodiazepinas, a excepción del clobazam 49, es un grupo azometino

que ocasionalmete con algunos otros, es el responsable de la

respuesta reductiva.

Además de la respuesta al HPLC,con el potencial del

electrodo, la identificación puede ser confirmada por espectrometria

de masa directa de los eluidos de la microcolumna. La presencia de

las benzodiazepinas tambien puede ser detectada por

radioinmunoensayo. (Goddard, 1987)

Unacomparación directa de la efectividad de las técnicas de

detección reductiva y por UV en el método que utiliza HPLC.ha

demostrado que la segunda puede estar viciada por componentes

irrevelantes de la muestra, que no afectan la técnica reductiva. Los

autores enfatizan que no es una técnica polarográfica ya que cada

cromatograma se detecta en una única gota de mercurio mantenida a un

potencial constante.
Por otro lado Sadée y colaboradores (1971) estudiaron 1a

termólisis de 1,4 benzodiazepinonas durante la cromatografía

gaseosa y la espectroscopia de masa. Evaluaron ensayos sensibles

uti- lizando detección de estos compuestos en extractos de fluidos

bioló- gicos por cromatografía gaseosa. Primariamente. los métodos

estaban basados en la hidrólisis a 2-aminobenzofenonas, 27.

(DeSilva, 1964; Marcucci, 1968) Sin embargo, en algunas
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publicaciones se menciona que las benzodiazepinas intactas se puede“

separar Por cromatografía gaseosa, con resultados reproducibles.

(Marcucci, 1968; Van der Kleijn, 1969) La detección en el orden de

nonagramos es posible con un detector de 63Ni de captura

electrónica (ECD) El grupo de Sadeé encontró que cantidades

equimoleculares de diazepam, 31, desmetildiazepam, 22,

oxidiazepam, 42, y medazepam, 45, no dieron respuestas iguales

utilizando detector de ionización de llama, y detección de corriente

total de iones. Investigaciones preliminares sugirieron que podian

ocurrir reordenamientos del anillo benzodiazepinico a las

temperaturas del cgl.

Además, el clordiazepóxido, 13, y los óxidos del diazepam,

52 y del desmetildiazepam, 21, demoxepam, principal metabolito

del clordiazepóxido, son termioamente lábiles. Estas nitronas están

en equilibrio fotolitico y termolitico con los correspondientes

oxaziranos, por ej. 53 (esquema 3).(Field, 1968; Sternbach, 1962)

BDP R1 Hz Rs R4

3 1 CHs o H — 1
R

22 H o H — l 2
\C=R

42 CHa o OH — H

R3

45 CHa H2 H — CI " \\ 4
R

26 H o OH —
BDP

.52 CH3 o H o

2 1 H o H o

La relación oxazirano-nitrona bajo estas condiciones, fue

discutida por Sadeé. (1970)

Ante la posibilidad de que haya relación entre la termólisis

en cgl y algunas fragmentaciones observadas en la espectrometria de

masa, Sadée (1971) encaró el problema comparando el EMde muestras

muestras sometidas previamente al
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ESQUEMA 3

análisis por cgl.

Se analizaron los cromatogramas gaseosos de 31, 22, 42 y

26, y en un caso 45, utilizando FID, EDC, y TICD. El oxidiazepam

42, dio sólo un 20% del área esperada para el pico con FID y TICD,

mientras que la respuesta fue aproximadamente igual a la del area de

22 con ECD. Esto sugiere una descomposición parcial de 42 y una

incrementada sensibilidad al EDC.

El tiempo de retención del oxazepam, 26, fue menor que el

esperado en base a sus propiedades polares. Es concebible que bajo

las condiciones de cgl, éste se reordene con alto rendimiento a un

producto de baja polaridad para dar un pico bien resuelto con un

tiempo de retención relativamente corto. Por espectrometria de masa

se asignó la estructura de quinazolincarboxialdehido, 54, al

producto de la reacción que provendria de un reordenamiento

termolitico a un compuesto con anillos de seis miembros, 55, y

posterior pérdida de agua.

Dicha asignación se comprobó ya que una muestra auténtica de

dio idénticos tiempo de retención en cgl y el mismodicho compuesto,

espectro de masa que el producto de reordenamiento del oxazepam.

Japp (1988) menciona indices de retención de benzofenonas y

benzodiazepinas, determinados con columnas SE 30 de diámetro angosto

y ancho. Encontraron que varias benzodiazepinas comoclordiazepóxido,

13, cloxazolan, 47, lormetazepam, 41, y temazepam, 42, dan

varios picos, mientras que el quetazolam, 48, presenta un único

pico cuyo valor de indice de retención corresponde al del diazepam
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De manera Similar. el acido clorazépico, 43 da un unico

pico correspondiente al nordazepam, 22. La benzofenona preparada a

partir del tetrazepam, 34, también da dos picos.

Los mismos autores encontraron que en el analisis por cgl-EM

de algunas benzodiazepinas, se producen espectros de masa que no

pueden ser racionalizados en términos de la estructrura conocida de

la droga. Los mismos fueron atribuidos a productos de degradación

térmica del compuesto inyectado, que fue discutida por Joyce. (1984)

En la presente Tesis los productos de degradacion térmica se

separan por ccd y se realizan espectros de masa por introducción

directa de la muestra.

Debido a los problemas mencionados los métodos de análisis

de comprimidos de diazepam que figuran en ediciones recientes de la

Farmacopea de los E.E.U.U. (ej. XXIa., 1990) utilizan HPLC.

MECANISMO DE ACCION DE LAS BENZODIAZEPINAS

Las benzodiazepinas son altamente efectivas en el tratamiento

de estados de ansiedad y tensión, trastornos del sueño, epilepsia y

espasmos musculares pero los mecanismos por los que éste se produ­

Cia fueron un enigma durante casi tres décadas, desde que Randall

(Randall, 1960, 1961) descubrió su efecto en animales. Los

investigadores de Roche, (Nutley), basándose en estudios electro­

encefalográficos, pensaron al principio que las benzodiazepinas

ejercían sus efecto principalmente en ciertas estructuras cerebrales
como el sistema limbico. Este sistema, muy antiguo en la escala

evolutiva, dirige fundamentalmente las reacciones emocionales. En

este lugar se produce el encadenamiento de las funciones psíquicas y

fisicas, por ejemplo miedo y transpiración. Aunquees uno de los

sitios importantes donde actúan estas drogas, ellas ejercen su efecto

practicamente en todo el cerebro.



Las células nerviosas, altamente especializadas, toman

información del exterior o del interior del cuerpo, la procesan en el

cerebro, y envian órdenes coordinadas a otras células del organismo.

El medio de comunicación entre neuronas es la sinapsis.

Comprende la terminal del axón, la membranacelular o las dendritas

de la neurona adyacente y la hendidura sináptica que separa ambas

neuronas en el centro. Para atravesar la mismase requiere un trans­

misor quimico, o neurotransmisor, que intercambia la señal y el men­

saje de una a otra neurona. El neurotransmisor excitador más

importante es el ácido glutámico, y el inhibidor más importante es el

ácido gamma-aminobutirico, (GABA).

Schmidt, estudió la inhibición presináptica, y descubrió que

el diazepam reforzaba este efecto inhibitorio. En 1970, otros hallaz­

gos revelaron que el GABAes el neurotransmisor especifico totalmente

responsable de la inhibición presináptica. Algunas de las sustancias

que producen espasmos en animales de experimentación, como la

picrotoxina o la bicuculina, se oponen al GABAy actúan como sus

antagonistas. Se adaptan al receptor GABAy lo ocupan, bloqueando la

unión del transmisor con el receptor. Otros espasmódicos inhiben la

síntesis del GABA. Las benzodiazepinas con un marcado efecto anti—

espasmódico, previenen los efectos de aquellos espasmódicos que blo­

quean el GABA.Entre 1973 y 1977, Haefely y colaboradores. realizaron

investigaciones electrofisiológicas que confirmaron plenamente los

resultados de Schmidt: las benzodiazepinas refuerzan el efecto

inhibitorio presináptico del GABAen la espina dorsal. Actúan sobre

el sistema limbico, incrementando la inhibición que normalmente

ejercen las células gabaérgicas sobre las demás neuronas. Refuerzan

la inhibición postsináptica en varias estructuras cerebrales, y sólo
son efectivas en presencia de GABA. De esta manera inhiben la

liberación de dopamina, noradrenalina, serotonina y acetilcolina.
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(Bloom, 1977) Además actúan sobre la médula espinal bloqueando la

acción oonvulsionante de la estricnina. Puedendesplazar a esta de

dichos receptores, ejerciendo de esta manera su acción
anticonvulsiva.

El incremento de la acción inhibitoria de las células

gabbaérgicas provocaría sedación cuando esta acción se ejerce sobre

las células noradrenérgicas (noradrenalina y dopamina), ansiólisis

cuando se ejerce sobre las células productoras de serotonina y

acetilcolina, y un efecto anticonvulsivo, y miorelajante, cuando

COHtrOla la eXCítabilidad de areas cerebrales circunscriptas por

intermedio de neuronas de axones cortos. (Mao, 1978).

El aumento de la transmisión gabbaérgica provocada por las

benzodiazepinas es proporcional a la dosis administrada, pero sólo

hasta alcanzar un cierto nivel, que no puede ser sobrepasado, lo cual

indicaria una saturación de los receptores, a diferencia de lo que

ocurre con los barbitúrioos, cuyos aumentos de dosis provocan una

inhibición cada vez mayor hasta terminar en depresiones neuronales

severas del sistema nervioso central. (Guidotti. 1978) En 1974.

varios investigadores de los National Institutes of Health, en

Washington, arribaron a conclusiones similares.

Las benzodiazepinas se unen con receptores especificos en el

sistema nervioso central, que están ocupados normalmente por

sustancias que elabora el mismo. (Braestrup y Squires, (1977); MÓhler

y Okada (1977). Dichos receptores están ubicados principalmente en

el sistema limbico y en especial en la sinapsis gabbaérgicas.

(Laudano, 1977)

Según MÓhler, (1977) "para que una sustancia como 1a benzo­

diazepina tenga efectos tan especifios debe combinarse con una molé

cula receptora especifica en el sistema nervioso central.

Este grupo de investigadores preparó homogeneizados de cere­
-31­



bros de rata. de los cuales aislaron fracciones de membrananeuronal.

Se agregó diazepam marcado a las fracciones de membrana. Luego

mezclaron las fracciones de membrana marcadas con diazepam, con

flunitrazepam sin marcar. El flunitrazepam, benzodiazepina más

potente que el diazepam, desplaza a este último, ocupando su

lugar, es decir que los psicotrópicos suaves del grupo benzodiaze­

pinico se unen más debilmente con los receptores que los agentes

terapeuticamente potentes. En otras palabras, el flunitrazepam,

ejerce mayorefectividad sólo porque se fija mejor al receptor. Estos

hallazgos sustanciaron la hipótesis de que el cerebro contiene

receptores especificos cuya función es unirse con las benzodiaze—

pinas.

MÓhler y Battersby (1980) encontraron que los receptores

benzodiazepinicos son estructuras proteicas. ubicadas en el cerebro.

Intentaron ligar una benzodiazepina marcada al receptor en forma

suficientemente firme como para poder examinarlo con comodidad bajo

el microscopio electrónico. Inyectaron la benzodiazepina marcada en

ratas, mataron a los animales poco después y analizaron cortes de

cerebro por medio de microscopía electrónica. Basados en las imágenes

electromicroscópicas obtenidas llegaron a dos conclusiones:

1: Los receptores benzodiazepinicos son estructuras proteicas

que están diseminados por todo el cerebro. La mayoria están situados

en la corteza cerebral y en el sistema limbico.

2: Dichos receptores están situados en las sinapsis GABAérgicns.

No se ha determinado en forma definitiva dónde, si al final de las

neuronas GABAérgicas, en la membrana de la neurona adyacente o en

ambos lugares. Sin embargo, puede afirmarse inequivocamente que

cuando una benzodiazepina se une a un receptor, se ponen en

movimiento una serie de procesos que llevan a una función refor

zada de las sinapsís GABAérgicas. Sobre cómo se logra esto existen
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dos posibilidades:

1: Están situados en las terminaciones nerviosas de las neuronas

GABA, en cuyo caso deberian actuar antes de la hendidura sináptica.

induciendo la formación de una mayor cantidad de transmisores GABA

que lo usual, los que serán derivados a la neurona adyacente.

2: Están ubicados en la membrana de la neurona adyacente:

deberian actuar después de la hendidura sináptica, posibilitando asi

una mayor respuesta de los receptores GABAa los transmisores GABA,y

se unirán a ellos más firmemente que de costumbre.

Cualquiera sea el mecanismo operativo, el resultado es el

mismo: Las benzodiazepinas se unen con sus receptores y refuerzan la

acción inhibitoria de las neuronas GABAérgicas. Estos receptores

estarian ocupados normalmente por un ansiolitico natural producido

por el sistema nervioso central.

En los últimos años se ha comprobado que las benzodiazepinas

se ligan a un receptor GABA-Aque incrementa la apertura de los

canales de cloro (ionóforo gabbaérgico de cloro,) y que compiten con

otros agonistas inversos (betacarbolinas), que reducen la actividad

del GABA. (Moizeszowicz. 1988)

El receptor GABA-Bque produce la apertura de los canales de

calcio, no es influido por las benzodiazepinas. Estas sólo actuarian

cuando las concentraciones de GABAson tan bajas que no pueden

saturar a los receptores benzodiazepinicos en la sinapsis, generando

asi una hipersensibilidad gabbaérgica. (Haeffely, 1985)

Conque propósito se crearon originariamente estos receptores?

1) Una hipótesis podria ser que existe una sustancia endógena

que reacciona normalmente con estos receptores y posee propiedades

similares a las benzodiazepinas, por ejemplo un ansiolítico endógeno.

2) Es posible, que exista en el organismo una sustancia endógena
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que actúe a nivel del receptor produciendo temor. Dicha sustancia

podria liberarse o producirse en situaciones especiales. Las benzo»

diazepinas se opondrian a las sustancias causantes de ansiedad y las

desplazarian de los receptores.

Para contestar a la pregunta de si existe realmente una

sustancia endógena capaz de unirse con los receptores benzodiazepini­

cos, MOhler y Kettler (Haefely, 1985) prepararon fracciones de

cerebro de ratas y terneros. Demostraron que las fracciones

cerebrales contienen sustancias endógenas capaces de ocupar los

receptores benzodiazepinicos. Vetter y Ranalder, (Haefely, 1985)

mostraron que se trataba de moléculas bien conocidas y simples.

particularmente hipoxantina, inosina y nicotinamida. No obstante

estos hallazgos experimentales no probaron que estas moléculas

podrian también ocupar los receptores en el organismo viviente.

Haefely y MÓhler (1985) resumen los esfuerzos de investigación de

la siguiente manera.: El descubrimiento de los receptores

benzodiazepinicos que incidentalmente pueden encontrarse en

losvertebrados. salvo los animales más bajos de la escala. nos llevó

a algunas explicaciones valiosas.

1: Se entienden ahora muchos de los detalles del mecanismo de

acción de las benzodiazepinas. Conocemossu lugar de acción. en el

cerebro y en la espina dorsal. Las benzodiazepinas refuerzan un

mecanismo sináptico inhibitorio natural que es esencial para el curso

ordenado de la actividad cerebral.

2: Los agentes psicofarmacológicos del grupo de las benzodia­

zepinas difieren en su acción, de otros psicofármacos. Hasta ahora no

se conoce otra sustancia con esa afinidad natural para unirse con los

receptores benzodiazepinicos.

3: Dado que los receptores benzodiazepinicos están ubicados

en el sistema nervioso central, las benzodiazepinas sólosolamente
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actúan en este sistema. No pueden por lo tanto causar ningun efecto

colateral directo sobre corazón, higado, riñón. u otras importantes

estructuras orgánicas. Cualquier efecto de las benzodiazepinas sobre

estos órganos siempre ocurre indirectamente, a través del mecanismo

regulador de control del sistema nervioso central. En cambio. otros

psicofármacos tienen efectos colaterales masivos, especialmente sobre
el corazón.

4: Como resultado de las investigaciones, en base a medidas de

concentración sanguínea, se puede demostrar que luego de una sola

dosis, estas sustancias permanecen en los receptores un tiempo mucho

más corto de lo que se estimaba antes.

Después de la demostración de 1a existencia de sitios de

unión estereoespecificos y saturables para las benzodiazepinonas en

membranas de cerebro (Squires, 1977; Mohler, 1977). se efectuaron

investigaciones para encontrar distintos ligandos endógenos.
De extractos de corteza cerebral se aislaron fracciones

activas en el desplazamiento del binding de 3H Flunitrazepam, que

contenían moléculas semejantes a las benzodiazepinonas. (Medina.

1988) Dicho grupo de investigadores aisló tres compuestos con

espectros UV semejantes a los de las BDP. uno de los cuales

presentó iguales caracteristicas en HPLC, y UV, e igual

comportamiento con anticuerpos monoclonales especificos y

desplazamiento de la unión de 3H flunitrazepam que el diazepam.

Dichas moléculas también fueron encontradas en leche de vaca (Medina,

1986). Se detectó N-demetildiazepam en suero de sujetos que no

habian ingerido benzodiazepinas (Manning, 1986), y sustancias

similares a las benzodiazepinas en varias especies mamiferas. De Blas

(1987), encontró inmunoreactividad a las BzDP en cerebelos

almacenados desde 1940. Se encontraron compuestos similares a las

BzDP en el suelo (Paladini y colaboradores), y se demostró la
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presencia de estos compuestos en leche humana, suero, clara de huevor

granos y vegetales. (Medina, 1990; Peña 1991)

Los microorganismos pueden sintetizar estructuras

benzodiazepinicas. (Gerlach. 1985; Luckner, 1984) Se encontraron

compuestos con actividad semejante a las benzodiazepinas en humus.quc

es rico en microorganismos. Se encontraron dos clases de compuestos

activos al receptor benzodiazepinico: a: aquellos que son

inmunologicamente semejantes a las BzDP, y b: los que no se unen

a los anticuerpos especificos a las BzDP, y que presumiblemente nn

tienen estructura benZOdiazePinica. Las propiedades espectroscópícas

de estos últimos sugirieron una estructura flavonoide. (Paladini.

1990)

En las plantas, las moléculas similares a las BzDPpueden

formarse por sintesis total en células vegetales o pueden provenir de

la acción simbiótica de los microorganismos presentes en ella y la

planta seria sólo el intermediario necesario. (Medina, 1991)

Existe producción de sustancias semejantes a la BzDPen el

rumen bovino. (Medina. 1991) Mediante dosajes por radioinmunoensayo.

este grupo encontró moléculas similares a las BzDP,que presentan

un comportamiento cromatográfico cercano a1 de los testigos de dichas

sustancias y uno se comportó como el diazepam. La presencia de estas

compuestos activos es probablemente el resultado de la actividad

microbiana y las cantidades producidas pueden justificar los niveles

de benzodiazepinas encontradas en cerebro y leche.

La mayor parte de las benzodiazepinas ejercen su acción

mediante metabolitos activos. productos de reacciones enzimáticas que

tienen lugar en el organismo, que se agregan al conjunto de lan

benzodiazepinas administradas y varian la fórmula de la concentración

plasmática útil.
Todas las benzodiazepinonas con C-N en 4.5 son inactivas in
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vitro. La actividad in vivo, probablemente se debe a una parcial

deshidrogenación metabólica a C=N. Las BZD4,5 aneladas. como e]

oxazolam, y cloxazolam, todas tienen valores de ICso en binding de

3H diazepam mayores que 1000 nM, que está de acuerdo con la baja

afinidad de los 4,5 dihidro derivados. El anillo adicional es

rapidamente eliminado in vivo por transformaciones metabólicas. por

ejemplo, el quetazolam, 48, se transforma en diazepam

nordazepam. (Eberts, 1977)
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CAPITULO I I

IIIDROI‘J IS IS DE BENZODIAZElÏ-‘INONASS



ANTECEDENTES

Desde el punto de vista mecanistico, la hidrólisis de las

benzodiazepinonas, (BDP), es interesante debido a que el ataque

ocurrir en el carbono 2, produciéndose 1mnucleofílioo puede

hidrólisis inicial de la amida, con formación del intermediario 56‘

__C=g//R3

c=o ¿\\NH2

29 Ó
ESQUEMA 4

BDP R1 H2 R3 BF R1 H2 R3

21 01 H —>o 15 Cl H ' H

26 Cl H OH 50 Cl CH3 H

31 Cl CHs H 64 N02 H H

22 Cl H H 65 N02 CHa H

40 N02 H H 66 N02 CH3 H

57 N02 CH3 H

58 N02 CHzPh H 56 R1 R2 R3

59 N02 (CH2)5CH3 H 67 Cl H OH

60 N02 (CH2)11CH3 H 68 Cl CH3 H

69 N02 H H

_ _



o en el carbono 5, dandq 1a hidrólisis inicial de la unión azometi»

no con formación del intermediario 29. Subsecuentemente la hidró]i*

sis de ambos intermediarios, 56 y 29, conduce a la producción de

las 2—aminobenzofenonas sustituidas, BF, y glicina. (ESQUEMA4)

Las benzodiazepinas, además, son de interés debido a que

representan modelos que dan interferencias sustrato-producto en la

región UV, limitando por lo tanto la aplicación de la espectroscopia

JV directa en dicha zona del espectro en el estudio de la

estabilidad. Al respecto, Chafetz y Gaglia, (1967) considerando que

.os únicos productos de degradación son las omaminobenzofcnonns y e]

:orrespondiente aminoácido describen un método que valora prazepam,

139), en presenc1a de la o-aminobenzofenona correspondiente.

"ealizando una medición al UV, en metanol acuoso en medio ácido.

CLORDIAZEPOXIDO, 13:

Maulding y colaboradores, (1975), trabajaron con solución

.98 10-3 M, en soluciones buffer, cxn1fl:0.5, a 79.5°C. Realiza—
on, además del estudio espectrofotométrico acoplado a un proceso

xtractivo, un estudio cinético de la hidrólisis utilizando cod

uantitativa y métodosespectrofotométricos realizados a continuación

e la separación de reactivos y productos, con el fin de delinear el

erfil cinético de la reacción del clordiazepóxido, y comparar ambas

¿cnicas.
É En el método espectrofotométrico, la lactama 21. demoxepam.
É

toducida por clivaje hidrolitico del grupo metilamino en la posición
4

r

ESQUEMA 5
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2 (ESQUEMA5), se extrajo de las soluciones acidas del clordíaze­

póxido con cloruro de metileno, a pH menor que 1.1. La fase orgánica

se descartó y la fase acuosa se leyó a 244 o 305 nm. Graficaron

log Abs vs t y obtuvieron Kobs (Ecuación 1).

kobs = 0.693/t1/2 (1)

La reacción que consideran Maulding y colaboradores. es la

transformación (Esquema 6) del clordiazepóxido, 13, neutro o catió­

nico a la lactama 21. Estudiaron la degradación hidrolitica de 13

en solución acuosa en el rango de pH 0.15«11.5 a 79.5°C. Luego de

varias vidas medias, la lactama 21 y la benzofenona 15 fueron los

principales productos formados, y se generó más benzofenona al dismi­

nuir el pH. Las constantes de velocidad no variaron en un rango de

200 veces la concentración.

La hidrólisis de 13 a la lactama 21 siguió una cinética

de primer orden. La constante de velocidad (de primer orden). kobs.

se evaluó utilizando la Ec. 1 o la Ec. 2.

log(At—Am)=log (Ao-Ao)—kobs. t/2 303 (2)

En el método que utiliza ccd se simplifica la Ec. 2 ya que Am:O.

Cartensen y colaboradores (1971) habian informado previamente

la existencia de intermediarios. Maulding y su grupo (1975), no ob«

servaron intermediarios de anillo abierto, con la excepción de uno de

origen desconocido, que se visualizó al UV. Puede ser que los mismos

fueran transitorios en las condiciones empleadas. En todas las

mezclas de reacción más ácidas tuvo lugar la posterior descomposición

a la benzofenona 15.

Se evidenciaron tanto la catálisis ácida general comola ca­

tálisis básica general, con buffers de borato, acetato, formiato y

fosfato, que aceleran la conversión del clordiazepóxido a lactama.



Hany Yakatan (1976a), estudiaron la hidrólisis del clordíae

zepóxido, (13) en ausencia de luz y también encontraron que el mismo

se degrada secuencialmente en solución acuosa dando como intermedia—

rio la lactama 21, y la 2-amino—5-clorobenzofenona, 15, como pro­

ducto final. Cineticamente, es de esperar que la hidrólisis proceda

según el ESQUEMA6. El clordiazepóxido 13 representa un casc

especial de hidrólisis ya que se necesita el clivage del grupo

metilamino para formar la benzodiazepinona 21 (demoxepam).

H1:32CH .
= 2 3

CI C \ NH2
k O

/ 61 /©: + H2N—CH—COOH
Á C' Czo 2

15

62

ESQUEMA 6

La inclusión de este paso en la hidrólisis adiciona un término

exponencial a la expresión de la velocidad, que se elimina estudiando

la hidrólisis del demoxepam, (21). Los 2 pasos que conducen a los

intermediarios 61 y 62 se muestran comopasos reversibles ya que,

en condiciones apropiadas, se comprobó experimentalmente la

reversibilidad de la reacción que conduce a 62. (Bell‘ 1962)

Fundamentándose en los datos datos cinétioos y de cod obteniw

dos, los autores concluyen que los mismosse pueden interpretar en

dos regiones separadas de pH, por arriba y por debajo de los valores

de pKa del demoxepam, (4 6, Barrett, 1973) y los correspondientes
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intermediarios.

* pH<5se observa cineticamente un sistema monofasico de

Primer orden, aún cuando los datos de ccd demuestran la presencia de

dos intermediarios, 61 y presumiblemente 62. La existencia de los

mismos implica la presencia de reacciones paralelas consecutivas, con

reciclación de 61, según se describe en el ESQUEMA6. A estos

valores de pH, el Nmóxidoestaria protonado con fuerte contribución
de la estructura de resonancia 63.

H

\C=O

La posición 5 estaria fuertemente impedida para un ataque

nucleofilico. La carga residual positiva debido a la protonación del

N—óxido puede hacer el ataque en esta posición suficientemente compew

titivo con el ataque nucleofílico en el carbono carbonilico de mod)

que el intermediario 62, se observe por ccd. La fácil reciclación

de 61 sugiere que la ruptura de la unión 1,2 está más favorecida

que lo que indican los datos de ccd. El comportamiento monofásico de]

sistema cinético permite inferir que el esquemapredominante para la

hidrólisis en esta región de pH procede a través de 61, (Ec. 3).

21’—’-—>61—-———>15 (3)

El esquemaanterior para este sistema daria comoresultante

la siguiente expresión: (Ec. 4).

At — Am

————————————— : e -Kk3t donde K = k1/k-1 (4)AO-Am

* pH>5: Los datos de ccd indican claramente que la formación

de 61 está favorecida por sobre la de 62. Esta preferencia es

razonable ya que no está protonado el grupo N_óxido‘ Por otro lado.



no existe reciclación, y la cinética simplificada está indicada por
la Ecuación 5:

21———)61--—>15 (5)

La ecuación cinética operable para el sistema bifásico es (Ec. 6)

At - Am = M. e'k¡t + P. e‘k3t (6)

Es decir, a un simple ataque nucleofilico sobre la unión amida le si

gue un ataque nucleofilico similar que involucra la unión azometino.

Han y colaboradores (1977a), estudiaron el mecanismoy la ci­

nética de hidrólisis del oxazepam, (26) y diazepam, (31). a dis­

tintos valores de pH, en soluciones acuosas, cuyo pHse controló

utilizando ácido clorhídrico, hidróxido de sodio y soluciones regu"
ladoras de acetato, fosfato y borato. La cinética de hidrólisis se

siguió espectrofotometricamente. Se utilizaron los mismosmétodos que

en el caso del clordiazepóxido, (13) y demoxepam, (21), tanto en

las mediciones cinéticas comoen el aislamiento e identificación de

los compuestos.

OXAZEPAM, (26):

Han y col. (1977a) trabajaron con soluciones 10-3M. Se re“

tiraron alicuotas del medio termostatizado a tiempos adecuados. que

se extrajeron con cloroformo. Las soluciones obtenidas se analizaron

por ccd. Se determinaron dos valores de pKa, 1.7 y 11.6 a 25 °C.

(Barrett, 1973) El más bajo se debe a la protonación del nitrógeno

azometínico, y el mayor a la deprotonación del nitrógeno de la amida.

Los intermediarios y productos también están sujetos a reacciones

protctrópicas. y el espectro cinético está influenciado por los

cambios de pH. A través de todo la región de pH, espectrofotometrica

mente se observaron dos pasos aparentes de reacción y el espectro

final es el de la 2-amino-5-clorobenzofenona, (15). La

representación de log(At-Ao) en función del tiempo es consistentn

con dos segmentos lineales, de acuerdo con una ecuación biexponencial



At-Aoo = M exp(—b1t) + N exp(—b2t) (7)

donde M y N son constantes preexponenciales y bl y bz son facto­

res exponenciales relacionados con las constantes de velocidad

observadas para las reacciones de primer orden del ESQUEMA5.

Los autores generan un perfil de log k vs pH para el paso

inicial de hidrólisis del oxazepamal posible intermediario, y para

el segundo paso, más lento, que representaría la hidrólisis del

intermediario al producto final, a partir de la tabla de constantes
de velocidad.

Aislamiento e identificación de los posibles intermediarios:

Por ccd en toda la región de pH se observó. una disminución

gradual de la concentración del reactivo, junto con un concomitante

aumento de la concentración de la o-aminobenzofenona 15. Se obser­

varon dos intermediarios (Rf=0.68 y 0.48), que posteriormente se

aislaron por ccp.

A pH < pKn: Al igual que en el clordiazepóxido las

intensidades relativas de las manchas de los dos intermediarios

fueron similares.

A pH > pKa: La mancha de Rf;0.68 fue más intensa

Los intermediarios solo se caracterizaron espectroscopicamente.

Intermediario de Rf=0.68: Se le asignó la estructura 67,

en base a que el espectro IR (pastilla de BrK) mostró el pico de

absorción del carbonilo tipico del grupo COOH(1725 cm'l), y el

espectro de 1H RMN en DMSO-dsmostró la presencia de un hidrógeno

acidico. No se encontró el ión molecular esperado (m/e=304) en el EM.

El ión de mayor masa encontrado fue de 284; podria corresponder al

ácido 6-cloro-4-feni1quinazolin-2-carboxílico, (67') (PM 284) que

se formaría en la cámara de ionización de manera similar a lo que



H

C c=N/¿<5H
67

ocurre en la termólisis del oxazepam (Sadeé, 1971) en cgl, que

produce 6-cloro—4-fenilquinazolincarboxaldehido, (54)

Intermediario de Rf:0.48: Los espectros de IR y lH RMN

son compatibles con la estructura tipo 29 del ESQUEMA5. El EM

mostró un pico (m/e: 287) en vez del ión molecular de 29 (m/e2304).

El oxazepam, cuyo PM es de 286, da un pico base de 269, que indica

que la pérdida de oxhidrilo es una fragmentación favorecida. Un com­

portamiento similar para 29 sería el responsable de la ausencia del

pico 304 y de la aparición del pico 287.

DIAZEPAM, (31):

Los datos de la literatura (Han, 1976a) muestran un solo

valor de pKa (3 3) (Han, 1976a), que se deberia a la protonación

del nitrógeno azometinico en la posición 4. Debido a la presencia del

sustituyente metilo en el nitrógeno de la amida, está ausente el

segundo valor de pKa, observado en el oxazepam, atribuible a la

deprotonación de la amida. Realizando mediciones hasta el tiempo

correspondiente a tres vidas medias, a través de toda la región de

pH, el espectro final se superpone con el de una solución equimole­

cular de la benzofenona 50. Los estudios cinéticos realizados son

escasos. Por comparación con los de oxazepam, Han extrae las

siguientes conclusiones.

A pH > pKa: No se observó la formación de intermediarios.

Los espectros de muestras secuenciales tienen claros puntos isosbésw

ticos, indicando un único paso de reacción, por una transformación



directa del diazepam a 2-(N-metil)amino-S-clorobenzofenona, (50).

Las constantes de velocidad observadas se calcularon de acuerdo a la

expresión integrada de primer orden. Los segmentos lineales de ambos

gráficos exponenciales y biexponenciales fueron ambos de primer

orden, comolo indicaron los coeficientes de correlación obtenidos.

A pH < pKa: En soluciones acuosas con ácido clorhídrico,

el análisis de la mezcla de reacción por ccd indicó la formación de

trazas de un intermediario (Rf=0.58). Los intentos realizados para

aislar suficiente cantidad del mismofueron infructuosos. Los cambios

espectrales muestran puntos isosbésticos menosnetos que en el caso

anterior, lo que indicaria una aparente reacción en dos pasos, ambos

de primer orden. Las constantes de velocidad aparente se calcularon

de la misma manera que para oxazepam.

El pKa cinético fue de 2.9 en comparación con el valor de­

terminado a 25°C (3.3). La magnitud y la dirección de este cambio no

está de acuerdo con el observado para el menor pKa del oxazepam.

que involucra también la protonación del nitrógeno azometínico. El

segundo paso de la reacción, asi como el único paso de reacción a pH

alto se atribuye a la hidrólisis del intermediario de reacción.

Las Tablas 1 y 2 muestran las constantes de velocidad

bimolecular y los valores de pKa, y la Figura 3 muestra el perfil

de log k vs pH.

TABLA 1: CONSTANTES APARENTES DE PRIMER ORDEN, ki 104 min-1
Y PARAMETROS TERMODINAMICOS PARA LA HIDROLISIS DE DIAZEPAM

pH ki 85°C 80°C 75°C 70°C Ea lnPa
kcal M'l

0.93 k1 157.0 94.0 67.0 49.6 18.4:1.9 24.:2.8
k2 8.46 5.22 3.43 2.06 22.7:0.6 24.712.8

10.18 k1 2.3 1.7 1.2 0.8 17.210.6 15.9i0.9

a Ea se calculó de la pendiente de la correlación lineal lnka
vs

b lnP, parámetro de Arrhenius se obtuvo de la ordenada al origen
del gráfico de log ki vs l/T.
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TABLA 2: CONSTANTES APARENTES DE PRIMER ORDEN, k 104 min-l 1

PARA LA HIDROLISIS DE DIAZEPAMa 80°C,/(= 1.0 ‘

pH [ClH] k1 k2

O 93 0.100 9401188 5.30:0.11
l 70 0.0158 5621104 1.71i0.04
2 60 0.0026 640i100 0.56:0.07
3 24 AcOH-AcO' 27916.15 0.26:0.03
4.00 " - <0 01
4.85 " — <0 01
5.64 " — <0.01

log k obs nfiñ”
O

4.

3.5 - k1

0.5 '

O‘o l 1 J n l l l J 1 l 1 l

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

pH

Fig. 3: Reacción de diazepam a 80°C,/l:1.0
o k1 ; + k2

_______—É;-ElQSSQLïLLEáE"QBQQQQQÍ¿Engl-¿112%?¿gía?;¿;;;ión

a pH>pKa puede ser atribuida a una reciclación, que agrega una

reacción reversible al esquemade reacciones consecutivas.

En nuestro trabajo realizamos estudios preliminares de la

degradación del diazepam, 31, sobre la base de la literatura de

que el único producto de degradación ácida se debe a la hidrólisis a

la 2-(N-metil)amino-5-clorobenzofenona, (15) y glicina. (Chafetz,

1967; Oelschláger, 1967)
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El primer objetivo fue realizar la hidrólisis del diazepamen

ClH 6N, para obtener la BF 50. En los estudios preliminares fueron

de utilidad las distintas caracteristicas que presentan los productos

de reacción a la luz UVy visible. En base a los datos obtenidos se

inició el estudio cinético del sistema. El seguimiento de la reacción

se realizó mediante lecturas en la zona UV,en una solución obtenida

por dilución 1/10 de la mezcla de reacción. En base a los datos

experimentales, el sistema elegido para seguir espectrofotometrica­

mente la reacción de hidrólisis fue ClH 0.09 N en metanol. En este

sistema el Á max de la benzofenona se encuentra a 410 nm, pero a 420

nm era menor la interferencia del producto de partida, diazepam, como

se observa en la TABLA3 por lo cual se prefirió trabajar a dicha

longitud de onda.

TABLA3 Caracteristicas espectroscópicas de diazepam (31) y BF
(50), en metanol agua, con IN

Sustancia A cono. E
Mol 104 1 M-l cm-l

¿Ef-(¿63________"¿16"7336-“56 ___________"¿z-¡66___________ '­

420 1 120 5600

diazepam (31) 410 0.225 5.0 45

420 0.075 5.0 15

Se inició el estudio de degradación en metanol con 10 %de

ácido clorhídrico, que debió ser suspendido ya que en un momentodado

de la reacción se formó un producto insoluble, por lo cual ya no se

pudo encarar el estudio cinético comouna reacción en solución.

La concentración minima de metanol que permitió trabajar en

fase homogénea durante todo el transcurso de la reacción fue,

metanol agua 50:50. Se estudió la cinética de esta reacción para

concentraciones de ácido clorhídrico 0.51, 0.95, y 1.97 N a 35. 45 y

60°C.



La reacción se llevó a cabo en ampollas cerradas a la llama, con

solución de diazepam 2 10'3M, en metanol acuoso 50:50, con las

concentraciones de ácido indicadas anteriormente. El avance de las

mismas se controló espectrofotometricamente, midiendo las

absorbancias a 420 nm.

Suponiendo que la o-aminobenzofenona (50) y el aminoácido

glicina son los únicos productos de la reacción, y en base a la con­

centración inicial de diazepam, y al coeficiente de absorción espe“

cifico a la longitud de onda arriba indicada, se calcularon los

correspondientes valores de Am, que se compararon con los valores

obtenidos experimentalmente. (TABLA4)

TABLA 4: VALORES DE Am TEORICOS Y EXPERIMENTALES EN LA REACCION DE
DIAZEPAM CON ACIDO CLORHIDRICO EN METANOL AGUA

[ClH] E 103a [diazepamo] Am tecr Amexp
l M'l cm"l (M 104)

631 ____"¿5%1 __________T55 ________ÉÏíéé ___ 73.3%}______________"

0.95 5732 1.96 1 099 0.720

1.97 4883 1.94 0.940 0.862

a Coeficiente de extinción molar de 50.

Mediante el tratamiento clásico para reacciones de pseudo

primer orden considerando el Amtedrico, se obtuvo la constante

especifica de velocidad de reacción k+. El cociente de ésta por la
concentración de ClH permitió obtener la constante especifica de

segundo orden k2. Se obtuvieron las constantes aproximadas que

figuran en la TABLA5.

A continuación se analizó la reacción midiendo la

concentración de la BF 50, en función del tiempo hasta el tm.

(TABLA6) La reacción presenta una cinética de primer orden hasta
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un tiempo de aproximadamente 17 104 que corresponde

aproximadamente a dos vidas medias (Fig. 4).

TABLA 5: REACCION DEL DIAZEPAM EN METANOL ACUOSO Ag”.Eaa l[ClH] T(°C) k k2 - b
M 10s '1 106 5‘1 M'l Kcal M'l

0 51 60 8 77 17 4 17.5 29 8
45 2.59 4 78
35 1 06 2.10

O 98 1.93

0 95 60 16.8 17.7 18.6 26 5
45 5.59 5.89
35 1.66 1;75

1 97 80 28.6 13 5 18 4 27 7
45 7.61 3 87
35 2.75 1 40

a Ea Se calculó de la correlación lineal de ln k vs l/T
b AS : 4.576 [log ka — 10.754 — log T + Ea/4.576 T]

TABLA 6: REACCION DE DIAZEPAM EN ClH 0.5 N A 60°C
Concentración de 2-(N-metil)amino-S-clorobenzofenona vs t

t 10" seg t hs At [BF 50] M 104

0. O. 0. 0
0.72 2. 0.118 O 19
1.54 4.28 O 198 0 33
6.84 19.0 0 568 0.95
8.28 23 0 0 620 1 03
9.38 26 0 0.643 1 07
9.36 26 0 0.662 1 10
9.57 26.6 0.87 1 12

16.9 46.8 0.775 1 29
42.1 117. 0.51 0 85
42.1 117. 0.52 0 87
43.1 120. 0 515 O 86
45.5 127 0 495 0 82
51.7 144. O 49 0 82
51.8 144. 0.475 0 79
68.9 191 0.362 0 60
70.6 196. 0.325 0 54
71.2 198. O 335 0.56
84.4 234. 0.319 0.53
85.1 236. 0.305 O 51

102 285 0 265 0 44
121 336 O 255 0 42
165 458 0 258 0 43
189 525 0.253 0 42
232 644 0 267 O 44



[BF 50] (M 10“)
1.4

020

l I l l l'\ J
O 100 200 300 400 500 600 700

tiempo (horas)

Fig. 4.: Reacción de diazepam (31) en metanol acuoso con CIH 0.5 N

TABLA7: Análisis de muestras de diazepam degradado por cod.Ü

a aparece en 50 original. b
estructuras de estos

Solv. Revelador Color Sustanciab

1 A——— amarillo 0.79 50
———- " 0.65 X1

UV celeste 1 0.58 diazepam
UV verdoso 1 0.41 X2
UV suave 0.36 X3 a
UV celeste 1 0.12 X4

1 ———— amarillo 0.94 50
UV cel. Claro 0.78 diazepam

2 *--— amarillo 0.87 50
———- ” 0.82 X1

UV366 claro 0.76 diazepam.
“ celeste 0.69 X2

claro 0.6 ?

Posteriormente fueron caracteriza
compuestos. (ver capl 4). C Los

de Rf no siempre fueron reproducibles, pero los datos tienen

_ 57 _
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Por CCd se encontro que el primer producto de la reaccion,

la 2-(N-metil)amino-5-clorobenzofenona, (50), se transforma en

otros productos. En la Tabla 7 figuran los resultados obtenidos en

algunas placas, y en la Tabla 8 figuran los datos cinéticos

correlacionados con datos de ccd.

Tabla 8:

Correlación entre datos de Absorbancia y resultados de ccd.b

3315""? _____"é'mmÏÏÏmQEéHííZ"BE-""56 __________"
UV claro 0.6 31(diazepam)

0.198 4 2 amarillo 0.8 50

UV claro 0.6 31(diazepam)

0.568 19 2 amarillo 0.8 50

amarillo 0.68 X1a

UV 254 0.49 X2a

a Las estructuras de estos compuestos fueron luego caracterizadas
(cap. 4) b Los valores de Rf no siempre fueron reproducibles.
pero los datos tienen valor ya que en todas las placas se
utilizaron testigos.

Teniendo en cuenta estos resultados y comparando las

constantes de velocidad de reacción obtenidas en nuestro laboratorio

(TABLA5), con los resultados obtenidos por Han y colaboradores

(TABLA1). es claro que estos últimos estudios están contaminados

por la subsecuente reacción de 50 y en consecuencia los datos

obtenidos son espúreos. Dado lo novedoso de la o las posibles

reacciones de 50 se consideró interesante su estudio por separado.

En el capitulo 3 se describe el aislamiento e identificacion de los

diversos productos de degradación y en el capitulo 4 se encuentran

los resultados de los diversos estudios cinéticos.
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Nitrazepam, 40:

Los valores de pKn son 3.2 y 10.8. (Barrett. 1973). Han

(1976b) realizó el estudio cinético de la hidrólisis. entre 70 y

80°C. El seguimiento de la reaCCión fue espectrofotométrico en las

zonas UV y Visible. La solución etanólica de nitrazepam 6.3 10'3 M

se diluyó en el buffer adecuado para lograr una concentración fina]

de sustrato 2.4 10-5 M. El valor de la fuerza iónica se ajustó a

1.0 con ClNa, excepto cuando se estudió el efecto de la variación de

la misma.

Mecanismohídrolitico. Los datos cinéticos. espectroscópi­

cos y de ccd, se interpretan mecanisticamente según la Ec. 25.

Inicialmente se hidroliza la unión 4-5, dando el intermediario tipo

29 de cadena abierta. Este primer paso sólo es reversible a valores

de pH por arriba del pKal del intermediario. (Ec. 8)

k1 —C=o k2

40 ———> \CH2———-> 64 (8)<——
k N C=0 I
_1 2 NH2

29

Al igual que en el caso del diazepam. aunque esta unión

está estericamente impedidaal ataque nucleofilico relativo a] de la

unión amida, la protonación del nitrógeno azometinico favorece e]

ataque en la posición 5. Otras 1,4-benzodiazepinas como el

clordiazepóxido, 13 y el oxazepam, 26, que tampoco tienen el

sustituyente metilo. también son capaces de protonarse en el

nitrógeno de la posición 4 para dar una carga positiva en CS. y sin

embargo presentan preferentemete hidrólisis inicial de 1a unión

1-2. La diferencia observada entre estos análogos 7—sustituidos

puede interpretarse utilizando la ecuación de Hammett(Ec. 9)

log ka / ko : o e (9)



donde kn y ko son las constantes de velocidad para la hidrn11535

de los compuestos sustituido y no sustituido. respectivamente. o mide

la habilidad electroatractora de los sustituyentes. La magnitud de
losrepresenta la sensibilidad de la reacción al efecto de

sustituyentes y su signo está relacionado con la estructura del

mismo.

Se sabe que 0m.Cl = 0.37 Op.Cl 0.23

cm.Noz = 0.71 Op.N02 = 0.78

Sustituyendo los valores en la ecuación de Hammettse puede escribir

log (kp c1/km.c1) = —0.14 Q kp.c1 > km.Cl

Suponiendo un valor de e negativo, en base a los requerimien­

tos electrónicos para la hidrólisis catalizada por ácidos. la ecua­

ción indica que la posición meta con respecto al cloro es menos rcac

tiva que la posición para con respecto al mismo, es decir que se va a

favorecer la hidrólisis inicial de la unión 1.2. Para el compuesto

nitrado en la posición 7, en cambio, resulta

log (ko.No / km NO ) : 0.07 P

Por lo tanto, la hidrólisis en la posición meta (azometino)
va a estar levemente favorecida.

Nakano e Inotsume, (1979) encontraron que el nitracham

experimenta una apertura reversible del anillo. en su union azomn­

tino, aún a 37 °C. Estudios a esta temperatura son de interés por

relación con los sistemas biológicos.

Inotsume y Nakano (1980) intentaron examinar la relación en

tre la estructura quimica de las benzodiazepinas y la velocidad y ex

tensión de las reacciones hidroliticas. para lo cual compararonlas

constantes de velocidad de hidrólisis de] nimetazepam. (N-meti]

nitrazepam), 57 y nitrazepam, 40 con las del diazepam, 31.

Se siguieron los cambios espectrales del nimctacham, 57,

(pKa=2 53) a 37°C, en ClH 0.1 N, cuyo máximo de absorción está n

280 nm. Se dejó equilibrar en estas condiciones una solución do nime
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tazepam, durante 210 min y a continuacion se 1a sometió a extracción

con cloroformo. El espectro de la capa acuosa obtenida fue bastante

diferente del espectro de la solución original antes de la extrac

ción e indicó que en la solución en equilibrio hay por lo menos dos

especies que difieren marcadamenteen sus coeficientes de partición.

A la porción no extraible en cloroformo se le asignó la estructura de

Z-glicil(metil)amino-S-nitrobenzofenona. intermediario tipo 29.

Cuando el valor del pH aumenta a 7.4. e] espectro de la

mezcla en equilibrio cambia rapidamente a la del nimetazepam, 57.

Los cambios espectrales del nitrazepam, 40 difieren de los

cambios que experimentan nimetazepam, 57 y diazepam, 31. También

en este caso, el espectro de una solución equilibrada de nitrazepam

en ClH 0.1 N, cambió rapidamente por la adición de NaOH. hasta pH

7.4, lo cual indica la reversibilidad de la reacción del mismoon

solución ácida. Cuando la solución se termostatizó durante 18 dias a

37°C se formó la 2-amino-5-nitrobenzofenona, 64. producida por la

hidrólisis de las uniones azometino y amida. En este compuesto. se

produciría la misma reacción inicial que para nimetazepamy diaze­

pam, y además tiene lugar la hidrólisis del grupo amida. En cl

nimetazepam. se realizaron mediciones a los 0. 5.15, 30. 50. 80.

120 y 240 minutos (tm), y los cambios espectrales indican e] cierre

del anillo.

Mayer y Erbe (1972) encontraron un quinazo]in derivado pro“

ducido por la incubación del nitrazepam, (40) en ClH 0.1 N a 90°C.

con l max. a 295 nm, (no indican el tiempo de incubación). A 37°C‘

Inotsume y Nakano (1980) no detectaron un incremento de la absorción

a dicha longitud de onda. Másaún. encontraron un punto isosbéstico

251 nm que indica que la reacción hidrolitica es esencialmente en un

paso, y por lo tanto, la contracción del anillo a una quinazolina. en

despreciable en condiciones suaves. Como en el caso dc] diazepam.



las especies no extraibles en cloroformo no pudieron aislarse como

tales. a partir de las soluciones acuosas. debido a la naturaleza

reversible de la reacción en ClH 0.1N.

A temperatura corporal tiene lugar la reacción reversible

que involucra la hidrólisis de la unión azometino 4-5 del nitrazepam.

y del nimetazepam. (Inotsume, Nakano, 1979) En base a los datos

experimentales obtenidos por estos autores, los mismospostulan que

despues de la administración de preparaciones farmacéuticas de

nimetazepam y nitrazepam, se hidroliza algo de la droga en el

estómago a compuestos de anillo abierto, debido al pHácido del

estómago. Cuando dichos compuestos llegan al intestino, pueden

reverstirse a la droga original debido al incremento del pHdel

medio, y por lo tanto hay poca pérdida de droga biodisponible.

Con respecto a esta BDPcomenzamosnuestros estudios ciné­

ticos sobre la base de que la BF 64 y la glicina eran los

PrOdUCtOS de la reaCCiÓn. En base a las características

espectroscópicas del nitrazepam y de su benzofenona se realizaron

lecturas a 380 nm. en donde las dos sustancias presentan absorción. A

los fines de calcular la concentración de benzofenona en función de]

tiempo se hicieron las correcciones necesarias para calcular el valor

de la absorbancia debida sólo a la benzofenona, según se detaJIa en

la parte experimental.
Los estudios cinéticos fueron realizados mediante dos

técnicas diferentes:

a: Se trabajó con soluciones de nitrazepam 10‘4 Men metanol:agua

50 50, con concentraciones variables de ácido clorhídrico. que su

diluyeron 1/10 a fin de realizar las mediciones en la zona UV. La

mezcla de reacción se termostatizó en ampollas cerradas a la llama n

en matraces de 10 ml según se indica en cada caso.



b: Se trabajó con soluciones 10-5 M, y las reacciones se realizaron

en la cubeta termostatizada del espectrofotometro.

En algunos casos se estudió la misma reacción mediante ambas

técnicas obteniéndose resultados concordantes. Esto asegura ln

confiabilidad de ambos métodos y la validez de la comparación do

datos obtenidos por una u otra técnica

A igualdad de condiciones, la reacción del nitrazepam es

mucho más rápida que la correspondiente al diazepam (Tablas 6 y 9.

Fig. 5). Este hecho surge de la mayor capacidad electroatractora

del grupo nitro con respecto a la del cloro. que hace que el anillo

benzodiazepinico sea más facilmente atacable en el caso del

nitrazepam.

Los valores de las constantes de velocidad de reaccion

dependen de la temperatura y de la [H+]. Las constantes especifican

de velocidad de reacción de pseudo primer orden. kv, se obtuvieron
midiendo la absorbancia a 380 nm y graficando ln (Am—A).

Como se muestra en la Tabla 1]. los valores de Am

obtenidos experimentalmente para diversas reacciones en

concentraciones variables no difieren muchode los valores calculados

en base a la concentración inicial de nitracham. comoocurrió on

el caso del diazepam. Por ccd se detectaron otros productos de

reacción (benceno:metanoltamoniaco 70:30 2). pero no

cuantitativamente muyimportantes.

En cambio. encontramos otro producto al realizar el estudio

de la degradación del nitrazepam en estado sólido, y en formulaciones

farmacéuticas, como se verá en el capitulo correspondiente a estabi

lidad de medicamentos.

En la representación de kspvs [ClH] a 35. 45 y 60"C (fhy
7a) se evidencia que para una misma temperatura. la velocidad de

reacción varia con la concentración de ácido. y este efecto es más

notable a temperaturas mayores.



TABLA 9: REACCION de NITRAZEPAM EN METANOL ACUOSO
____________________________________________________________________“fin”

[ClH] T(°C) k k2 Ea —As
M 105 s‘l 105 s‘l M'l kcal M 1

o 1o 50 0 382 3 83 16.7 70 7
45 0.119 1 19
35 0.049 o 49

0 51 60 23 7 46 7? 15 5 29 5
22.4 44 15

45 8 15 16 07
6.75 13 32

35 3.75 7.40
3.18 6.28

o 95 m 60 63.8 67 2 16 6 25 4
45 19.9 21 0
35 8.31 8 75

o 95 c 60 56.0 59.0 14 9 3o 9
52.3 55.1

45 18.5 19.5
19.9 20.9

35 8.73 9.19
8.69 9.15

0 99 c 60 75.0 75.7
69.2 69 8

1 97 c 60 93.3 47.4
96.8 49 2

2 06 so 128.7 62.5
121.9 59 2

3 98 60 122.5 30.9 15.3 27 9
120.0 30.2

45 32.6 8.20
35 16.9 4.24

16.3 4.10

m La reacción se realizó en matraces de 10 m1. La lectura se reali
zó a 380 nm. teniendo en cuenta las correcciones indicadas en la
parte experimental. C La reacción se llevó a cabo en 1a cubeta del
espectrofotómetro.

TABLA 10: REACCION DE NITRAZEPAM EN METANOL ACUOSO
VALORES DE Ao, TEORICOS Y EXPERIMENTALES

Am r Am exp

1.229 1. 167
1.180 1.170
1. 184 1. 167
1.262 1.170
1.164 1.280
1.164 1.280
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En

una zona de

A

repitieron
prepararon

total de

ClLi 3.98

6).

TABLA 11:
REACCION de

[ClH]
M

lectura
indicadas
en la cubet

a

la representación de k2 vs [ClH] (fig. 5h) se observa

velocidad máxima, que corresponde a [01H] 1M.

los efectos de analizar el efecto de la fuerza íónjoa. se

los estudios a fuerza iónica constante. para lo cua] se

soluciones de ClH-ClLi, de forma tal que la concentracion

iones fuera siempre la correspondiente a una solución de

M. Los resultados obtenidos figuran en la TABLAll (fin.

NITRAZEPAM EN METANOLACUOSO, en presencia de ClLi a
T(°C) y k2 Ea -AS»

105 seg-l 105 seg-l M-l Kcal M"1

60 13.6 137.6 16.0 25 9
12.6 128.2

45 4.00 40.5
4.56 46.2

35 1.78 18.1
1.93 19.6

60 52.4 113.5 16.5 24.5
52.9 114.5

45 16.2 35.1
16.1 34.9

35 6.78 14.7
7.15 15.5

60 85.4 88.7 17.3 22.6
45 23.7 24.6
35 10.3 10.7

45 28.1 29.2 17. 23.0
27.3 2 .3

35 11.5 12.0

60 95.1 97.2
94.6 92.5

60 86.4 88.3 16.6 24.7
45 28.7 28.1
35 11.2 11.4

60 123 5 62.6 16.5 25.9
119. 60.6

45 36.3 18.4
38.0 19.2

35 15.5 7.87
16.0 8.14

m La reacción se realizó en matraces de 10 m]. La
realizó a 380 nm, teniendo en cuenta las correcnionwr

en la parte experimental. C La reacción se llevó a cahn
a del espectrofotómetro



En la Fig. 6a (k7,vs [C1H],/(=3.98), se evidencia el efecto
de la temperatura y de la concentracion de ácido en 1a velocidad de

la reacción. De la comparación de las Figuras 5b y 6b surge la

evidencia del efecto del aumento de la fuerza iónica en 1a zona

correspondiente a concentraciones menores que 0.1 M, que se puede

explicar mediante la ecuación de Debye Hückel.

La representación de log k vs WÏ/(1+Yï7, (Fig. 7)
corresponde a la ecuación extendida de Debye-Hückel, en donde k es

la constante aparente de primer orden, k po es la constante de

velocidad de reacción a fuerza iónica D, Q es una constante, ZAy

log ky : log k%,0 + 2 Q Za ZB Zín/ (1 + WK)

ZB son las cargas de las moléculas que reaccionan y es la fuerza

iónica de la solución.

5,
log (¡(1,10)

20

OO

l l l l A l

O Q1 02 03 O4 05

\//T/(1+V7)

Fig. 7: Reacción de nitrazepam con distintas concentraciones
de ácido clorhídrico, en metanol agua 50:50, a 60°C
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