UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN
SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION

FARMACOLOGICA DE NUEVOS COMPUESTOS CON
ESTRUCTURA DE 4-ARIL SUSTITUIDO-2-CIANOIMINO-3,4-
DIHIDRO-1H-PIRIMIDINA: NUEVOS COMPUESTOS CON
ACTIVIDAD VASORRELAJANTE

TESIS

QUE PARA OBTERNER EL TiTULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:

LUIS RODRIGO CONTRERAS ROJAS

ASESOR: MC. HULME RiOS GUERRA

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A la UNAM, por permitirme ser tu hijo durante todos estos afios y otorgarme la
posibilidad de ser un profesionista, siempre con la premisa de beneficiar a nuestra
sociedad.

A mis padres, José Luis Contreras Quiroz y Natividad Rojas Velazquez, por
brindarme la oportunidad de estudiar y ensefiarme el camino para ser una mejor
persona cada dia. Su integridad y deseos de superacion han sido un ejemplo y
motivacion para mi.

A mi hermana, Ana Paulina Contreras Rojas, por tu apoyo incondicional en todo
momento. Tu has sido una inspiracién a lo largo de mi vida.

A mi asesor, pero sobre todo mi amigo, Hulme Rios Guerra por brindarme su
confianza a lo largo de estos afos, en los cuales, me ha ensefiado que las cosas
que valen la pena requieren del esfuerzo personal constante y a no desistir a
pesar de las complicaciones que se presentan en nuestras vidas.

A mis sinodales, que ademas fueron mis maestras a lo largo de la carrera, sus
ensefanzas y apoyo los atesoro con gran aprecio.

A mis amigos Jorge, Luis, Mota, Pablo y Pedro y a mis amigas Ma, Lety, Claudia y
Alma, sin ustedes los momentos dificiles no los habria superado, y los buenos no
lo hubieran sido tanto.

A mi querida Myrna Guadalupe Mendoza Gutiérrez, por ser la luz que ilumina mis
dias, pero sobre todo mis noches.

Al Dr. Ignacio Valencia Hernandez, por su valiosa ayuda durante la fase
experimental de esta tesis.

A la FES Cuautitlan y sus profesores, por darme las herramientas para dedicarme

a la vida profesional de QFB.



INDICE GENERAL

1.- GLOSARIO i
2.- RESUMEN iv
3.- MARCO TEORICO
3.1.- Generalidades de la Hipertensién Arterial 1
3.2.- Reacciones Multicomponentes y su Importancia en la Quimica Medicinal 10
3.3.- Fisiologia del Masculo Liso Vascular 32
4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 40
5.- HIPOTESIS 41
6.- OBJETIVOS 42
7.- METODOLOGIAS
7.1.- Protocolo de Sintesis de las ACIDHPMs 43
7.2.- Investigacion de la Bioactividad de las ACIDHPMs 45
7.3.- Estudio del Mecanismo de Modulacion Celular de la ACIDHPM 3 53
7.4.- Expresion y Tratamiento de Datos 60
8.- RESULTADOS
8.1.- Sintesis Quimica de las ACIDHPMs 62
8.2.- Investigacion de la Bioactividad de las ACIDHPMs 64
8.3.- Estudio del Mecanismo de Modulacion Celular de la ACIDHPM 3 67
9.- ANALISIS DE RESULTADOS
9.1.- Sintesis Quimica de las ACIDHPMs 81
9.2.- Evaluacion Farmacologica de la Serie de ACIDHPMs 81
9.3.- Determinacion del Mecanismo de Accion de la ACIDHPM 3 83
10.- CONCLUSIONES 100
11.- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 101
12.- APENDICE A 105
13.- APENDICE B 109
14.- APENDICE C 125
15.- APENDICE D 131
16.- APENDICE E 134
17.- APENDICE F 137

18.- APENDICE G 141



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20
Figura 21
Figura 22
Figura 23
Figura 24
Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33

INDICE DE FIGURAS

ACIDHPMSs 1-5 sintetizadas y sus respectivos valores de Ex
Principales mecanismos reguladores de la tension arterial

Estructura quimica de los diuréticos utilizados en terapia de la HTA
Estructura quimica de los farmacos simpaticoliticos antihipertensores
Farmacos inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
Antagonistas de los receptores de Angiotensina Il del subtipo AT/
Antagonistas de los canales de Ca*

Farmacos vasodilatadores de accion directa en musculo liso
Representacion esquematica de las sintesis divergente convergente
Transformaciones divergentes comparadas con una RMC convergente
Sintesis de Biginelli tipica aplicada a la preparacion de DHPMs.
Sintesis de Hantzsch para la preparacién de Nifedipina

Farmacos con nucleo DHPM que presentan actividad farmacolégica
Nifedipina y homologos bloqueadores del canal de Ca*?

DHPM con el grupo B-arilaminoetiléxicarbonilo en C-5

Moléculas de DHPMs antagonistas del Ca*? con fragmento

DHPMs funcionalizadas en N-3 con el fragmento alquildxicarbonilo
DHPMs con actividad antihipertensiva al ser administradas por via oral
Sitio activo en DHP’s y DHPM’s moduladores del Ca*?

Aspectos estructurales y configuracionales de las DHPs y DHPMs
Actividad farmacoldgica y potencia de algunas DHPs

Reaccion general para la sintesis de ACIDHPMs

Moléculas de cianoguanidinas agonistas del canal de K*atp

Estructura quimica de las ACIDHPMs

Mediadores constrictores y relajantes derivados del endotelio vascular
Mecanismo de contraccién del musculo liso

Mecanismos que controlan la contraccion y relajacién del musculo liso
Reactivos y condiciones de reaccion para la sintesis de las ACIDHPMs
Montaje experimental in vitro del tejido aortico en bafio de 6rgano
Registro de la prueba de viabilidad a Fenilefrina

Determinacién de la presencia de endotelio con Acetilcolina

Registro de la relajacién inducida por las ACIDHPMs 1-5

Centro estereogénico de las ACIDHPMs

© O N N O O A

14
15
20
21
22
23
24
24
25
26
27
28
29
30
31
32
34
35
37
43
47
49
50
52
99



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla b

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

INDICE DE TABLAS

Principales RMCs empleadas a nivel industrial

Algunos compuestos con actividad farmacolégica sintetizados mediante
RMCs

Moléculas de ACIDHPMs investigadas como posibles agentes con
actividad vasorrelajante

Farmacos inhibidores de enzimas COX, NOS y GCs empleados para
determinar el mecanismo de accién de la ACIDHPM 3

Agentes bloqueadores de diversos receptores empleados para determinar
el mecanismo de accion de la ACIDHPM 3

Agentes bloqueadores especificos de canales de K' empleados para
determinar el mecanismo de accién de la ACIDHPM 3

Rendimientos y Puntos de Fusion de las ACIDHPMs 1-5

Valores de pClsg ¥ Enax determinados experimentalmente para los
compuestos sintetizados con nucleo de ACIDHPM

Valores experimentales de pClsg y Eax determinados para la ACIDHPM 3
en presencia de inhibidores de enzimas COX, NOS y GCs.

Valores experimentales de pClsg ¥ Enmax para la ACIDHPM 3 en presencia
de bloqueadores de receptores muscarinicos, histaminérgicos, -
adrenérgicos y canales de Ca*.

Valores experimentales de pClsy ¥ Enax para ACIDHPM 3 en aortas
precontraidas con KCI 20 y 80 mM.

Valores experimentales de pClsy y Enax para ACIDHPM 3 en presencia

bloqueadores de canales de K* (K*y, K'r, K'atp ¥ K'ca)

16

19

51

53

55

59

62

64

67

69

74

78



4-AP
AC

Ach
ACIDPMs
AMPc
ANOVA
ARA-II
CE

CI50

CLM
COX

DAG
DEPT
DHP
DHPM
DMSO
DMSO-ds
EEM

EM

Emax
FHDE

GC

1.- GLOSARIO

4-Aminopiridina
Adenilato Ciclasa
Acetilcolina

4-aril sustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-pirimidina
Monofosfato de Adenosina 3°,5" Ciclico
Analisis de Varianza

Antagonistas del receptor de Angiotensina Il
Con Endotelio

Concentracion Inhibitoria 50

Cadena Ligera de Miosina
Ciclooxigenasa

Diacilglicerol

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
Dihidropiridina

Dihidropirimidina

Dimetilsulféxido

Dimetilsulféxido Deuterado

Error Estandar de la Media

Espectrometria de Masas

Efecto Maximo Producido por el Farmaco
Factor Hiperpolarizante Derivado del Endotelio
Gasto Cardiaco

Guanilato Ciclasa Particulada



GCs
GMPc
GTP
HTA

HTS

L-NAME
Mx

NO

NOS
OoDQ

PA

pClso
PGE,
PGI,

Phe

Guanilato Ciclasa Soluble

Guanosin 3',5'-fosfato ciclico

Trifosfato de Guanosina

Hipertension Arterial

Cribado de Alta Eficacia (High Throughput Screening)
Receptores Histaminérgicos

Impacto Electrénico

Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina
Trifosfato de Inositol

Espectroscopia Infrarrojo

Canal de Potasio Sensible a ATP

Canal de Potasio Sensible a Calcio

Canal de Potasio Rectificador de Entrada
Canal de Potasio Sensible al Voltaje
Quinasa de las Cadenas Ligeras de Miosina
Liquido Extracelular

N®-nitro-L-arginina metiléster

Receptores Muscarinicos

Oxido Nitrico

Oxido Nitrico Sintasa
1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona
Presion Arterial

-log Clsg

Prostaglandina E,

Prostaciclina

Fenilefrina

ii



PKA
PKG
PNC
RMC
RMN
RPN-B
RVPT
SE

SNC

SNS

ty
TEA
T™MS
TP

Vx

Proteinquinasa A

Proteinquinasa G

Péptido Natriurético tipo C

Reaccién Multicomponente
Resonancia Magnética Nuclear
Receptor del Péptido Natriurético B
Resistencia Vascular Periférica Total
Sin Endotelio

Sistema Nervioso Central

Sistema Nervioso Simpatico
Tiempo de vida media
Tetraetilamonio
Tetrametilsilano

Receptores de Tromboxano

Receptores de Vasopresina

iii



2.- RESUMEN

En este trabajo de tesis se presentan y discuten los resultados derivados de la
investigacion de wuna nueva estrategia de sintesis basada en una reaccion
multicomponente (RMC) para la preparacién de una serie de nuevos compuestos hibridos
de Nifenipina (Adalat®) y Pinacidilo (Pindac®), con estructura de 4-aril sustituido-2-
cianoimino-3,4-dihidro-1H-pirimidinas (ACIDHPMs 1-5) quimicamente estables (Figura 1);
ademas de los estudios farmacolégicos in vitro de estos compuestos empleando el
modelo experimental de érgano aislado para evaluar la bioactividad vasorrelajante y

mecanismo de mediacién celular de esta nueva familia de compuestos quimicos.

ACIDHPM R G Emax”
1 H H 77.69 +1.71
2 H 3-F 83.22 + 1.01
3 H 2-CF3 101.83 +2.15
4 H 3-CF3 98.10 + 2.50
5 NO 2-OCHF; 83.85 + 5.27

¥ Respuesta vasorrelajante, expresada como porcentaje de relajacion

Figura 1. ACIDHPMs 1-5 sintetizadas y sus respectivos valores experimentales de Eax
determinados, previa contraccion con Phe (10'6 M), en anillos adrticos denudados de

endotelio mediante el protocolo de érgano aislado.

Los compuestos sintetizados resultan moléculas particularmente atractivas, desde

el punto de vista Quimico su sintesis representa un desafio para el Quimico Medicinal
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ademas del interés que pudieran representar para el Farmacélogo como una herramienta
farmacoldgica o posible agente de utilidad clinica puesto que su estructura quimica posee
los fragmentos farmacoforicos de la Nifedipina, un compuesto cabeza de serie de la clase
de las 1,4-dihidropiridinas (1,4-DHPs) de probada utilidad terapéutica, la cual media su
actividad biolégica a través del bloqueo selectivo de los canales de calcio Ca*™ tipo L en el
musculo liso vascular; y del Pinacidilo en el que el grupo N-cianoguanidilo es responsable
de su actividad y que se ha encontrado en diversas estructuras de farmacos activadores

del canal de potasio dependientes de ATP (K*a7p) 0 con otras aplicaciones terapéuticas.

De esta manera, la modificacion estructural de estos farmacos ha sido objeto de
amplias investigaciones por parte de los Quimicos Medicinales y los Farmacélogos en la
busqueda de nuevas moléculas que representen una nueva opcion terapéutica con
propiedades farmacocinéticas, farmacodinamicas y fisicoquimicas mejoradas para las

enfermedades cardiovasculares.

Al respecto, los resultados farmacoldgicos preliminares de esta investigacion
relacionados a la bioactividad de las ACIDHPMs 1-5 nos muestran que estas moléculas
exhiben un efecto vasorrelajante importante (E.x, Figura 1). Sin embargo, de la serie de
compuestos estudiados la ACIDHPM 3 mostré las mejores propiedades farmacolédgicas
(potencia y eficacia), lo que nos condujo a seleccionarla como la molécula tipo para
investigar el mecanismo de sefializacion celular involucrado en el efecto vasorrelajante

observado.

Los resultados productos de esta investigacion presentan evidencias que apoyan
un mecanismo biolégico dual de mediacién celular para la ACIDHPM 3, mediante la

modulacién los canales de Ca™ de tipo L y la activacién de los canales de potasio



sensibles al voltaje (K*y). Estos resultados demuestran que la ACIDHPM 3 representa una
nueva molécula particularmente interesante que bien puede ser una alternativa estructural
como cabeza de serie en la investigacion de nuevos compuestos con actividad selectiva
sobre los canales de Ky de utilidad terapéutica, o bien, como herramienta farmacoldgica,
y aun mas alentadores son estos resultados si consideramos que actualmente se conocen

muy pocas estructuras o agentes quimicos que presenten este perfil farmacoldgico.
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3.- MARCO TEORICO

3.1.- Generalidades de la Hipertension Arterial

Actualmente en Meéxico las enfermedades cronico-degenerativas son los
padecimientos que predominan entre la poblacion adulta, éstas constituyen las principales
causas de mortalidad general. La diabetes, las dislipidemias y la hipertension arterial
destacan entre estos padecimientos por su elevada prevalencia y graves complicaciones
como son las enfermedades del corazoén, las neoplasias, la enfermedad cerebrovascular y
las nefropatias. La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales problemas de
salud prevalentes en la poblacion mexicana. Al respecto, la mas reciente Encuesta
Nacional de Salud, realizada en el afio 2000, sefiala que aproximadamente 30% de los
adultos mayores de 20 afios padecen de algun grado de HTA, por lo cual se le considera,
por su frecuencia y la gravedad de sus complicaciones, como un problema muy grave de

salud publica [Secretaria de Salud, 2007].

La HTA se define como un aumento sostenido de la presién arterial' (PA) = 140/90
mmHg, es decir, 140 mmHg (presion sistdlica o por contraccion del corazén) sobre 90
mmHg (presion diastdlica o por reimpulso de las arterias). El riesgo de una enfermedad
cardiovascular, letal o no, es mas bajo con presiones arteriales sistdlicas menores de 120
mmHg y presién arterial diastdlica inferior a 80 mmHg; estos riesgos aumentan de manera
progresiva con presiones sistolicas y diastdlicas mas altas. Cabe mencionar que diversos
estudios clinicos clasifican la gravedad de la HTA en base a la presion diastdlica, los

aumentos progresivos de la sistélica predicen de manera similar fendémenos

1 L . . . .
Es la presidn que soportan las paredes de los vasos sanguineos arteriales al fluir la sangre a través de ellos.
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cardiovasculares adversos, ya que en cada nivel de presion diastdlica, los riesgos son

mas altos con cifras mas altas en la presion sistdlica [Brunton, Lazo, & Parker, 2005].

Los niveles de HTA se diferencian en: Hipertension ligera (140-159/90-99 mmHg),
Hipertension moderada (160-179/100-109 mmHg) e Hipertensibn grave o maligna
(=180/2110 mmHg) [Abadal, 2007]. Asimismo, la HTA se puede clasificar en base a la

causa que la origina:

Hipertension arterial secundaria. Es la hipertensién de causa conocida, se
encuentra aproximadamente entre el 5 y el 10% del total de los hipertensos. En algunos
casos, el control de la causa que la origina puede curarse. Los factores que la generan
pueden ser la carga de volumen con aumento del liquido extracelular (LEC), la
vasoconstriccién que da un aumento de la resistencia vascular periférica total?> (RVPT) o

la combinacion de sobrecarga de volumen y vasoconstriccion.

Hipertension arterial primaria (idiopéatica o esencial). La padece aproximadamente
del 90 al 95% de los hipertensos. Este término significa simplemente que no se conoce
causa organica evidente. La etiopatogenia no se conoce aun, pero los distintos estudios
indican que los factores genéticos y ambientales juegan un papel importante en el

desarrollo de la HTA primaria [Secretaria de Salud, 2001].

La HTA puede ser dafiina por efectos primarios, debido al aumento del trabajo del
corazén y lesion de las propias arterias por la presion excesiva; ya que la tension arterial
persistentemente elevada produce hipertrofia del ventriculo izquierdo y de la media de las

arterias de resistencia, con estrechamiento de la luz. El riesgo coronario es paralelo al

2 op: ; . ..
Es la dificultad para el curso de la sangre z través de los vasos de la gran circulacion.



aumento de la hipertrofia del tejido muscular; igualmente se desarrolla isquemia del
ventriculo izquierdo, a medida que aumenta la HTA, ésta puede ser suficientemente
peligrosa para que la persona sufra angina de pecho. La presion muy elevada en las
arterias coronarias desarrolla arteriosclerosis coronaria de manera que los pacientes
pueden morir por oclusién coronaria; asimismo la PA elevada puede ocasionar dafios a
nivel de la pared arterial, induciendo diversas consecuencias dependiendo del territorio
arterial lesionado: si es cerebral, generara un accidente vascular cerebral; si es coronario
provocara infarto de miocardio o fallo del corazén; si es a nivel de rifidn conducira a

insuficiencia renal [Abadal, 2007].

Debido a que la PA es el producto del gasto cardiaco (GC) por la RVPT, resulta
evidente que el aumento de cualquiera de estos dos factores puede provocar HTA. Sin
embargo, en la mayor parte de los casos de HTA se comprueba que la RVPT esta muy
aumentada, mientras que el GC se conserva casi hormal, lo que se ha interpretado como
indicio que la HTA se origina por algun factor primario que aumenta la resistencia. El
incremento de la RVPT pone en marcha varias respuestas fisiologicas del sistema
cardiovascular, el sistema nervioso y el rindn, de tal manera que se producen ciertos
circuitos estimulo-repuesta, los cuales son los objetivos primordiales de la accion
farmacoldgica; los principales sistemas que controlan la tensién arterial y que son objetivo
de los farmacos empleados en la HTA son el sistema nervioso simpatico (SNS), el
sistema renina-angiotensina-aldosterona y los autocoides derivados del endotelio

ténicamente activo [Rang, Dale, Ritter, & Moore, 2004].

La terapia farmacolégica empleada para el tratamiento de la HTA involucra
farmacos estructuralmente diversos, que disminuyen la PA por su accion en la RVPT, el
GC o ambos. Los diversos farmacos empleados en la terapéutica de la HTA pueden

3



disminuir el GC al inhibir la contractilidad miocardica o disminucién de la presion del
llenado ventricular, la anterior se puede obtener mediante acciones en el tono venoso o el
volumen sanguineo a través de los efectos renales (Figura 2). En el caso de los farmacos
que actuan sobre la RVPT, éstos la pueden reducir al actuar en el musculo liso a fin de
relajar los vasos de resistencia o al interferir con la actividad de los sistemas que causan

constriccion de los mismos.

D ga de
barorreceptores
A Moxonidina
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Clonidina
Metildopa Bloqueantes

ganglionares

C Vasodilatadores

i Yo 4{ antagonistas
v~ > Al del Ca?*

~y Autacoides Volumen sanguineo
endoteliales:
NO T
Resistencia el
periférica \ / cardlaoo Excrecién de Na*
Tension °'“
arterial Aldosterona

ECA All
X—R x .

< 'Atl Angiotensinégeno

Figura 2. Principales mecanismos reguladores de la tension arterial y sitios de accion de
los agentes antihipertensivos de uso terapéutico mas comun. (Angiotensina |, Al,
Angiotensina Il, All; Enzima Convertidora de la Angiotensina, ECA; Endotelina-1, ET-1;

Noradrenalina, NA; Oxido Nitrico, NO).



En la clinica se emplean alguno o algunos de los siguientes tipos de farmacos:

I. Diuréticos (Figura 3) representados por:

a) Los Tiazidicos y farmacos relacionados, p. ej. Hidroclorotiazida (1),
Clortalidona (2).

b) Los diuréticos de asa como la Furosemida (3) y

c) Los diuréticos ahorradores de K*, p. ej. Espironolactona (4).

cl

c N
w HO S/NHZ
0
7N
\ _NH NH d%
=S S
' ¢ Yo
NH,
0
1 2
Os__OH o
H \
N ~
0
\
g
NH, Cl
3 4

Figura 3. Estructura quimica de los diuréticos utilizados en terapia de la HTA, estos

agentes han mostrado mayor eficacia cuando se emplean en la terapia combinada.



Il. Simpaticoliticos (Figura 4), ejemplificados por:

a) Antagonistas adrenérgicos 3 (B-bloqueadores) como el Metoprolol (5).

b) Antagonistas adrenérgicos a (a;-bloqueadores), tales como la Prazosina (6).

¢) Antagonistas adrenérgicos mixtos (a y  adrenérgicos), p. €j. el Carvedilol (7)

d) Farmacos de accion central, como la Metildopa (8) y la Clonidina (9) y

e) Bloqueadores de neuronas adrenérgicas, p. €j. el Guanadrel (10).

H
|
Cl
oY
he
) )
9

(0]
O,
WY
MeO N NJ /
Y
N
MeO 7
NH,
6

10

Figura 4. Estructura quimica de los farmacos simpaticoliticos antihipertensores. Los mas

empleados en esta clase son los antagonistas de los receptores adrenérgicos a y .



lll. Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECA, Figura 5), como

el Captoprilo (11) y el Enalaprilo (12).

o EtO_ _O
0 B
SH _N k N N
; / OH ; (0] /::\
o~ ©
11 12

Figura 5. Farmacos inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, muy utiles

en la terapia de la HTA.

IV.Antagonistas del receptor de Angiotensina I ATl (ARA-ll, Figura 6),

representados por el Losartan (13) e Irbesartan (14).

13 14

Figura 6. Antagonistas de los receptores de Angiotensina Il del subtipo AT, con actividad

vasorrelajante sobre musculo liso.



V. Bloqueadores del canal de Ca* (Figura 7), como lo son la Nifedipina (15), el

Verapamilo (16) y el Diltiazem (17).

OMe

NO,
MeO,C CO,Me 0
[ )=
Me N Me
H
—N
MeO OMe N
15 16 17

Figura 7. Antagonistas de los canales de Ca*2. Estos farmacos bloquean la entrada de

Ca*? al impedir la apertura de los canales de Ca*? regulados por el voltaje tipo L.

VI.Vasodilatadores directos de la fibra muscular lisa arterial (Figura 8). En este
grupo se encuentra la Hidralacina (18) y los activadores del canal de K”, tales
como el Minoxidilo (19) y el Pinacidilo (20). Los activadores del canal de K*
aumentan la permeabilidad de la membrana para el K*, lo que hace que se
hiperpolaricen las células y se desactiven los canales de Ca*? dependientes del

voltaje.
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Figura 8. Farmacos vasodilatadores de accion directa en musculo liso usados en la
clinica. La Hidralacina provoca vasodilatacién mediante un mecanismo desconocido,
mientras que el Pinacidilo y el Minoxidilo inducen hiperpolarizacion de la membrana

celular a través de la modulacion de canales de K*.

A pesar de la disponibilidad de esta gran diversidad de agentes farmacoldgicos
antihipertensivos, en la clinica no se recomienda, el empleo de farmacos para el control
de la HTA moderada ; por lo general el tratamiento consiste en medidas no
farmacoldgicas tales como la prescripcion de ejercicio fisico para el paciente, disminucién
en la ingesta de sal y de las grasas saturadas e incremento de frutas y fibra en la dieta y
reduccion del consumo del alcohol, posteriormente se recurre, de manera de manera
progresiva ,al tratamiento farmacoldgico, comenzando por los de eficacia demostrada y
con menores efectos secundarios [Rang, Dale, Ritter, & Moore, 2004]. En casos de
pacientes con HTA grave se emplean tratamientos terapéuticos que incluyen diversos
tipos de farmacos; en este sentido, la Quimica Medicinal desempefia un papel
trascendental en el disefio racional y sintesis de nuevos farmacos mas potentes a fin de

reducir los efectos adversos generados durante la administracion farmacolégica.



3.2.- Reacciones Multicomponetes y su Importancia en la Quimica Medicinal

La Quimica Medicinal desempefia una funcion medular en el disefio, modelado,
sintesis y descubrimiento de nuevas entidades quimicas, asi como de su optimizacion y
desarrollo como potenciales farmacos para el tratamiento de diversas enfermedades
[Nogrady & Weaver, 2005]. Uno de sus objetivos fundamentales es la investigacién de
nuevos farmacos mas potentes, con actividad bioespecifica y menos téxicos en su accion
terapéutica. Sin embargo, la investigacion biomédica no solo esta condicionada por estas
premisas, sino que se deben tener en cuenta otros aspectos dentro de los cuales
podemos destacar, ademas de las consideraciones econdmicas, los intereses cientifico y
terapéutico que justifiquen el desarrollo de un nuevo farmaco frente a otros ya existentes
con similares aplicaciones terapéuticas [Delgado, Minguillén, & Joglar, 2003]. Para cumplir
con estos objetivos, el Quimico Medicinal debe disefiar y sintetizar nuevas moléculas,
determinar la manera en que éstas pueden interactuar con las macromoléculas biologicas,
establecer la relacién existente entre su estructura y su actividad bioldgica, ademas de

determinar sus propiedades farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicolégicas.

Para generar estas nuevas moléculas, los investigadores recurren a diversas
estrategias como la mejora de farmacos ya existentes, el cribado (screening) de familias
enteras de moléculas o el disefio racional de nuevas moléculas. La mejora de farmacos
involucra la modificacién estructural de farmacos ya conocidos, con la finalidad de
optimizar tanto el perfil terapéutico o toxicoldgico, asi como las propiedades fisicoquimicas
del farmaco. Por su parte, el cribado comprende un conjunto de ensayos bioldgicos que
permiten evaluar de modo preliminar el perfil farmacoldgico de una molécula o conjunto
de moléculas; para ello se pueden emplear modelos en animales (in vivo), ensayos
farmacoldgicos en érganos o tejidos aislados (in vitro 6 ex vivo) o ensayos en los que se
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evalua directamente la actividad en dianas como enzimas o receptores de membrana
[Delgado, Minguillon, & Joglar, 2003]. El disefio racional de nuevos farmacos implica el
entendimiento de la enfermedad a nivel molecular, es decir, de los receptores o
macromoléculas que intervienen en el padecimiento; tal comprension facilita el disefio de
nuevos farmacos que actien en estas dianas. Para llevar a cabo el disefio racional es
necesaria la identificacion de las macromoléculas biolégicas involucradas en la
enfermedad, de igual forma, es conveniente que éstas hayan sido purificadas,
caracterizadas y que su estructura tridimensional haya sido establecida previamente, para
que, mediante la ingenieria de moléculas organicas, se generen nuevos ligandos de
mayor afinidad para estas dianas que provoquen el efecto terapéutico deseado. Una vez
identificados los receptores involucrados, es necesario desarrollar un método de disefio
de moléculas con probable actividad farmacolégica, de manera que estos nuevos agentes
sean capaces de unirse a tales receptores y puedan inducir el efecto biolégico deseado

[Nogrady & Weaver, 2005].

En este sentido, el Método del Multiforo se considera una herramienta importante
para el disefio de nuevos farmacos, siendo aplicable a cualquiera de las estrategias
previamente mencionadas, debido a que este método asume que las moléculas con
actividad terapéutica estan conformadas por subunidades bioactivas o biéforos; de modo
que un farmaco invariablemente esta constituido de diversos biéforos y por ende adquiere
la denominacién de multiforo [Nogrady & Weaver, 2005]. El biéforo mas importante dentro
de la estructura de un farmaco es el farmacoforo, el cual esta constituido por un
subconjunto de atomos de la molécula que permiten un enlace energéticamente favorable

con algun sitio receptor, provocando la respuesta bioldgica benéfica® [Nogrady & Weaver,

Existen otras porciones de la molécula del farmaco que determinan las propiedades metabdlicas y toxicas
del mismo, estos fragmentos se denominan metabdforos y toxicoforos, respectivamente.
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2005]. ElI método del multiforo se puede aplicar previa sintesis de nuevos candidatos
bioactivos, asi como a moléculas ya sintetizadas y con actividad biolégica probada,
debido a que mediante los estudios de estructura-actividad biolégica se pueden discernir
los fragmentos que constituyen al farmacéforo y, posteriormente, se puede redisefar la
molécula para mejorar su perfil farmacolégico. Del mismo modo, este método permite,
mediante la sustitucién de uno o varios atomos distintos al fragmento farmacoférico,
mejorar ciertas propiedades fisicoquimicas y biolégicas de las moléculas, conservando el

efecto farmacologico deseado.

Sin embargo, el método del multiforo aplicado al disefio de nuevos farmacos
requiere de un largo proceso, debido a que, por lo general, para llegar al desarrollo de un
candidato final son necesarias multiples evaluaciones, reevaluaciones y redisefos de la

molécula investigada. Este proceso comprende cinco etapas:

1) El disefo o identificacion del compuestos cabeza de serie (prototipo).

2) La sintesis e investigacion biolégica preliminar del compuesto cabeza de
serie.

3) La optimizacién del compuesto cabeza de serie en la fase farmacodinamica.

4) La optimizacion del compuesto cabeza de serie en las fases
farmacocinéticas y farmacéuticas.

5) Las evaluaciones preclinica y clinica del analogo optimizado del compuesto

prototipo.

Una vez que se ha identificado un compuesto cabeza de serie, el disefo y la
sintesis de compuestos analogos son los aspectos de mayor relevancia, ya que permitiran
una exploracién sistematica del compuesto cabeza de serie, estableciendo de esta
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manera, las bases posteriores de la farmacomodulacién o modificacién molecular. Esto,
con el objetivo de mejorar las propiedades farmacoldgicas en los congéneres del cabeza
de serie. Ademas, es posible, en la mayoria de las veces, obtener compuestos mas
simples que conserven o mejoren la actividad del compuesto cabeza de serie y que se
generen mediante rutas sintéticas comunes o aproximaciones combinatorias de las
mismas, con el consecuente ahorro de tiempo y dinero [Delgado, Minguillon, & Joglar,

2003].

En este sentido, durante la planeacion de la ruta de sintesis para la preparacion de
la molécula o familia de moléculas de interés, el Quimico Organico plantea diversas rutas
de sintesis para la obtencion de las moléculas de interés a partir de reactivos faciimente
disponibles. La ruta de sintesis planteada puede ser divergente (o lineal) o convergente,
en la sintesis divergente el producto de la sintesis de la ultima etapa de reaccion es el
reactivo del siguiente proceso de sintesis, de manera que la ruta sintética se lleva a cabo
de manera secuencial. Por otra parte, la sintesis mediante reacciones convergentes
aborda la sintesis de la molécula objetivo via la preparacion inicial de multiples
intermediarios reactivos que finalmente reaccionan para formar la molécula deseada en la
ultima etapa de reaccion (Figura 9) [Domling A., 2002]. Puesto que la eficiencia total de
una reaccion esta determinada por el numero de etapas involucradas, las sintesis
convergentes proporcionan mayores eficiencias y, por lo tanto, son preferidas en relacion

a las sintesis divergentes.
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Figura 9. Representacion esquematica de una sintesis divergente (a) y una sintesis

convergente (b).

Por esta razén, el Quimico ha desarrollado nuevas reacciones convergentes mas
eficientes que no involucren procesos multiples y que, en el mejor de los casos, generen
rendimientos altos. En este sentido, las Reacciones Multicomponentes (RMCs) se
presentan como una estrategia de sintesis quimica muy apropiada y poderosa, éstas se
caracterizan por una reaccién unica, en donde reaccionan mas de tres reactivos para
generar uno o mas productos (Figura 10). Los reactivos pueden ser diferentes moléculas
0, en ciertos casos, los diversos grupos funcionales de moléculas iguales [Ugi, Domling, &
Hoérl, 1994]. En una RMC se hacen reaccionar varios reactivos, mediante una secuencia
l6gica de reaccioén, para formar productos complejos. Una sintesis multicomponente ideal
involucra la adicion de todos los reactivos y catalizadores de manera simultanea en el
seno de la reaccién, originando como resultado que los reactivos se combinen de manera
unica y ordenada bajo las mismas condiciones de reaccion [Domling, 2006]. De este
modo, una RMC es una serie de eventos mono o bimoleculares que reaccionan de
manera secuencial hasta llegar a un ultimo paso que genera el producto de reaccion.
Todos estos procesos son altamente eficientes debido a que suscitan una complejidad

molecular al dar origen a mas de dos enlaces quimicos en cada reaccion particular.
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Figura 10. La transformacion quimica de uno (1-CR) o dos (2-CR) componentes para
formar un producto se considera como una sintesis divergente comparada con una RMC

que involucra mas de tres componentes (6-CR).

Algunas de las principales RMCs empleadas en la actualidad a nivel industrial
(Tabla 1) se remontan a mediados vy finales del siglo XIX, tal es el caso de la sintesis de
Strecker (1850) para la generacion de a-aminonitrilos y que se ha empleado para la
produccion de aminoacidos, la sintesis de Dihidropiridinas (DHPs) de Hantzsch (1882) o
la sintesis de Biginelli (1891) para la formacion de Dihidropirimidinas (DHPMs), asimismo
en el siglo XX podemos mencionar como ejemplos notables la reaccion de Passerini
(1921) y la reaccion de Ugi (1959). Sin embargo, durante la segunda mitad del siglo XX se
dej6 de lado la investigacion de nuevas RMCs, retomandose su desarrollo con la

aparicion de la biologia molecular y el cribado de alta eficacia.
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Tabla 1. Principales RMCs empleadas a nivel industrial.

Sintesis Reaccion General
ol %
R Rz \
A. Strecker "\‘ + )k + HCN = R /NW<CN
1
H R3 Ry R Ry
3
R
H o o R,00C COOR,
A. R. Hantzsch NH; + /J\ + 2 M R _ ‘ ‘
12
R o} R{ 0
Ry N R,
RZ
0 R Ry O R
P. Biginell )k + + Y - . B
NH; NH, H /K
R0 R TNT O
0]
o] 0] H R, R,
M. Passerini R—NC + Rz% + )k — N R
R R, ! 2
3
OH )
0]
0 Re O PSS
I. K. Ugi — — _ ~
gi R;—NC + )k + R,—NH, + Y Re N>S( R,
R; Ry OH \
R, O

En virtud de la aparicion del método de cribado de alta eficacia (HTS) ampliamente
usado por las compafias farmacéuticas para la investigacion de nuevos compuestos
organicos bioactivos; el Quimico Medicinal enfrenta el reto de generar grandes bibliotecas
de moléculas que cubran la demanda de nuevos compuestos para ser evaluados

mediante esta técnica. Al respecto, las RMCs se han convertido en una poderosa
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estrategia de sintesis para la construccion de moléculas organicas estructuralmente
simples o complejas con perfiles farmacolégicos diversos. La sintesis multicomponente,
aplicada a la investigacion de nuevos compuestos bioactivos, presenta como
preeminencia el desarrollo de nuevos protocolos de sintesis con caracteristicas quimio-,
regio- y estereoselectivos, ademas de que poseen cualidades altamente deseables como
tiempos de reaccion cortos, reacciones eficientes y simples, de facil aislamiento y
purificacion, la omision de reactivos y disolventes toxicos, asi como la disminucion de los
desechos resultantes de tales procesos [Kolb, Beck, Almstetter, Heck, Herdtweck, &

Démling, 2003].

Por lo tanto, el desarrollo y aplicacion de las RMCs es una parte integral del
trabajo de cualquier laboratorio de investigacion dedicado a la busqueda de nuevos
farmacos, teniendo en cuenta que éstas han contribuido de manera trascendental a la
preparacion de nuevos compuestos bioactivos de aplicacion terapéutica, al
descubrimiento de nuevos compuestos cabeza de serie, a la optimizacion del compuesto
cabeza de serie o la produccién de los analogos optimizados. Las RMCs aplicadas en el

ambito de la Quimica Medicinal proporcionan ventajas importantes como:

e Las rutas sintéticas para la transformacion de los grupos funcionales de una

molécula o sintesis de moléculas organicas son mas simples en relacion con las

sintesis lineales.

¢ Menor generacién de subproductos, las reacciones son mas limpias en relacién

a las sintesis quimicas tradicionales.
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Por lo general, las RMCs son procesos en solucion que permiten un
seguimiento de reaccion simple, lo que conlleva a la reduccién de los costos de

automatizacion del proceso.

Reducen los tiempos de evaluacion farmacolégica de las moléculas de interés
debido a que las transformaciones quimicas sobre los compuestos cabeza de

serie implican procesos cortos y simples.

Admiten la construccién de moléculas, ya sea cabeza de serie 0 analogos, con
propiedades fisicoquimicas altamente deseables desde el punto de vista
farmacoldgico; p. €j. log P, peso molecular, enlaces de hidrégeno, refractividad

molar, enlaces rotatorios y area polar superficial.

Los costos de produccion a nivel industrial de un farmaco que se prepare
mediante RMCs pueden disminuir en gran medida en comparacion con una ruta
de sintesis lineal, permitiendo grandes ahorros para las compafias

farmacéuticas.

Una caracteristica importante de las RMCs, particularmente en el area de la
Quimica Medicinal, es la posibilidad de preparar moléculas con los grupos
farmacoféricos deseados mediante la incorporacion de pequefios fragmentos a
partir de los reactivos, lo que permite preparar familias enteras de moléculas
con diversos fragmentos estructurales con la simple variacion de los reactivos.
Esta estrategia permite disponer de una biblioteca de moléculas de forma

rapida, mismas que seran evaluadas para identificar el fragmento farmacoférico
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que proporcione a la molécula un mejor desempeno farmacoldogico [Zhu &

Bienaymé, 2005].

Dentro de las RMCs empleadas para la obtenciéon de farmacos podemos citar a las
sintesis de Hantzsch, la sintesis de Ugi y la sintesis de Biginelli (Tabla 2). Siendo esta
ultima una de las RMCs mas estudiadas en el area de la Quimica Medicinal para la
preparacion de moléculas con estructura de Dihidropirimidinas (DHPMs), esto a pesar de

que se han reportado otros métodos de sintesis.

Tabla 2. Algunos compuestos con actividad farmacolédgica sintetizados mediante RMCs.

Reaccién Estructura Bioactividad
NO,
MeO,C CO,Me o .
Hantzsch | | Antihipertensivo
Me N Me
H
Nifedipina

Biginelli Antihipertensivo
SQ 32926
N
Ugi 0 K Anestésico local
Xilocaina
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La sintesis de la molécula de DHPM, mediante las condiciones de Biginelli, se
basa en una reaccién de condensacién entre la urea, el aril aldehido y el acetoacetato de

etilo (Figura 11).

.
(0]
0] (0]
EtO HCI, EtOH
N HyN EtO | NH
Me H N/J\o ﬂ
2 Me N (6]
(0] H
DHPM

Figura 11. Sintesis de Biginelli tipica aplicada a la preparacién de moléculas con

estructura de DHPMs.

El interés farmacoldgico que se derivo a fines del siglo XX (1980s) en este tipo de
estructura se debe, principalmente a que las DHPMs poseen el mismo fragmento
farmacoférico que la Nifedipina, una DHP moduladora de los canales de Ca™ tipo L, con
aplicacion terapéutica en el area cardiovascular y preparada mediante la sintesis de

Hantzsch (Figura 12) [Kappe, 2000].

La Nifedipina pertenece al grupo de las 4-aril-1,4-dihidropiridinas (1,4-DHPs), las
cuales son el grupo mas estudiado de moduladores de los canales de Ca*? de naturaleza
organica; y han sido empleados para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares,

tales como hipertension, arritmias cardiacas o angina de pecho [Kappe, 2000],
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actualmente son exploradas como moduladores de canales de K, inhibidores de enzimas

y bloqueadores de apetito.

NO,
XN
0 o) o NO,
MeO,C CO,Me
MeO OMe EtOH / HCI 2 7 2
+
Me Me ﬂ »2h Me N Me
o) d H
NH,OH Nifedipina

Figura 12. Sintesis de Hantzsch para la preparacion de Nifedipina.

Por su parte, se han descubierto nuevas y diversas propiedades farmacoldgicas de
los derivados de las DHPMs (Figura 13), los cuales han sido empleadas como
moduladores de los canales de Ca* (21), como antagonistas del los receptores aia-
adrenérgicos acoplados a proteinas G (22), como agentes inhibidores de la kinesina

mitotica (23) y como agentes antivirales (24) [Zhu & Bienaymé, 2005].

Actualmente este nucleo representa uno de los quimiotipos mas prolificos en el
descubrimiento de nuevos farmacos, al conferir una elevada potencia farmacoldgica a las
diversas moléculas. Se tiene la expectativa de que en el futuro se descubrirdn nuevas
DHPMs con importantes propiedades bioldgicas empleando como herramientas la

quimica combinatoria, asi como el HTS.
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Modulador de canales de Ca*? Antagonista ais-adrenérgicos
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DHPM
OH
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EtO | NH
Me N)\s
H
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Monastrol Nitractina
Agente anticancerigeno Agente antiviral

Figura 13. Farmacos con nucleo DHPM que presentan actividad farmacoldgica.
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En este sentido, existe un amplio interés por el estudio de las DHPMs debido a
que éstas pueden presentar un perfil farmacoldgico analogo al de Nifedipina (25) y sus

homologos Nitrendipina (26), Nimodipina (27) y Nicardipina (28) (Figura 14).

NO,
NO,
*
MeO,C CO,Me MeO,C X _Co,Et
Me N Me Me N Me
H H
25 26

Figura 14. Nifedipina (25) y algunos de sus homologos activos bloqueadores de los

canales de Ca*2.

La actividad cardiovascular de las DHPMs fue reportada por vez primera en 1978
por Khanina et al.,, quienes reportaron que ciertas DHPMs con un grupo pB-
arilaminoetiléxicarbonil sobre el C-5 (29) presentaban moderada actividad hipotensora

(Figura 15).
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Figura 15. DHPM con el grupo [-arilaminoetildxicarbonilo en C-5 con actividad

cardiovascular.

A mediados de la siguiente década, el interés se centrd en el estudio de moléculas
del tipo 5-alquiléxicarbonilo-4-aril-1,4-dihidropirimidina (30, 31 y 32) (Figura 16), las cuales
presentaban un perfil farmacolégico similar al de las DHPs bloqueadoras de los canales
de Ca*?, sin embargo, estos analogos presentaban la inconveniencia de que a pesar de
ser potentes bloqueadores del Ca*?, la mayoria carecian de actividad antihipertensiva

significativa en los estudios in vivo [Kappe, 2000].

cl
cl NO,
i-PrO,C * MeO,C
N
| J\ J\ /\/Ph
Me °N SMe Me °N S
H H

30 31 32

Figura 16. Moléculas de DHPMSs antagonistas del Ca*? con fragmento alquiléxicarbonilo

en el C-5.
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Posteriormente, mediante modificaciones estructurales en el anillo DHPM se
generaron moléculas funcionalizadas con un grupo alquildxicarbonilo sobre el N-3 (33), lo
cual les conferia una accion vasodilatadora mas potente y duradera en comparacién con
las 1,4-DHPs. Sin embargo, por medio del estudio en modelos in vivo se establecio que la
accién hipotensiva se desencadenaba muy lentamente en comparacién con las DHPs.
Entre los compuestos mas potentes derivados de las DHPMs con este grupo funcional en
N-3 encontramos el derivado de tiourea reportado por Atwal (34), el cual a pesar de
provocar actividad bioldgica analoga a las 1,4-DHPs, carecia de actividad antihipertensiva
in vivo. La falta de actividad in vivo de estos derivados (Figura 17), se atribuye a su
transformacion eficiente (efecto del primer paso) para generar nuevos metabolitos que no

exhiben actividad antihipertensiva.

O,N O,N
EtO,C X N/COZMe i-PrO,C X N/COZEt
Me N/KO Me N/&S
H H
33 34

Figura 17. DHPMs funcionalizadas en N-3 con el fragmento alquiléxicarbonilo.

Ulteriormente, nuevas modificaciones en el sustituyente sobre el N-3 condujeron al
desarrollo de nuevas moléculas con accion antihipertensiva prolongada via administracién
oral, p. ej. SQ 32926 (35), SQ 32547 (36). EI SQ 32926, suministrado por esta via,
muestra una mayor actividad antihipertensiva en comparacion con el compuesto 34

debido a que el fragmento de la urea le confiere una mayor estabilidad quimica mejorando
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su biodisponibilidad, asimismo, posee una mayor potencia y duraciéon de efecto que la
Nifedipina como agente antihipertensivo, las cuales pueden compararse con la
Amlodipina, una DHP de larga duracion [Kappe, 2000]. De igual manera se han

establecido propiedades farmacoldgicas similares para la molécula SQ 32547 (Figura 18).

O,N

F5C 0 N
j-PrO,C {_ _CONH i-PrO,C X )J\ /QAQ\
i-PrO, ~CONH, 2 | /L 0 F

Me N 0 Me N S
H H

35 36

Figura 18. DHPMs con actividad antihipertensiva via administracién oral.

El empleo de la Nifedipina en el tratamiento de la hipertension presenta
importantes desventajas como tiempos de vida media (t1,) en plasma relativamente cortos
debidos a su rapida oxidacién a la correspondiente piridina inactiva farmacolégicamente,
ademas de ser un compuesto altamente fotosensible, caracteristica que compromete su
estabilidad durante la exposicién a la luz, dando como resultado su transformacion en
compuestos que poseen una mucho menor potencia como agentes antagonistas del Ca*?

[Hayase, Inagaki, & Abiko, 1995].

Por estas razones, es altamente deseable la investigacion y sintesis de nuevas
moléculas con propiedades quimicas y farmacolégicas mejoradas. Para tal efecto, las
DHPMs resultan ser excelentes candidatas por su mayor estabilidad quimica y perfil
farmacoldgico analogo a las 1,4-DHPs. Debido a que las DHPMs presentan grandes
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similitudes estructurales con las 1,4-DHPs, se sabe que éstas presentan afinidad por la

porcién externa del canal de Ca*.

A este respecto, se han presentado evidencias que el fragmento farmacofdrico,
presente tanto en las moléculas de 1,4-DHPs y DHPMs, se sitia entre los atomos N-1, C-

6, C-5y C-4* (Figura 19) [Rovnyak, et al., 1995].

O,N
(0]
Lado izquierdo Lado derecho Lado izquierdo , , - g L4 Lado derecho
2
Me 6N 1 (0]
H
Nifedipina SQ 32926

Figura 19. Sitio activo (azul) en DHPs y DHPMs moduladores del Ca*?.

Rovnyak et al. proponen que la accion moduladora (agonista o antagonista) en el
canal de Ca* depende de la configuracion absoluta en C-4 (R/S); observando a las DHPs
o DHPMs desde la posicién de bote (Figura 20)°. Los enantiémeros que presenten el
grupo arilo orientado hacia arriba pseudoaxialmente exhibiran actividad antagonista del
Ca*? (37 y 39), mientras que los enantiémeros con el grupo arilo con orientacién hacia

abajo pseudoaxialmente mostraran actividad agonista (38 y 40). En este mismo sentido,

* En el caso de las DHPs asimétricas, la molécula se orienta de manera que en el lado izquierdo se presente
el grupo (C-3 o C-5) cuya interaccidn con el receptor sea mas fuerte.

® Se orienta al anillo de 1,4 DHP o DHPM de manera que se observe la molécula de N-1 (popa) hacia C-4
(proa), de esta manera quedan definidos los lados izquierdos y derecho de las moléculas.
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también se considera trascendental la presencia del fragmento alquildxicarbonilo con el
grupo carbonilo dispuesto en una orientacién cis (con respecto al doble enlace en C-5y
C-6 en la DHP) para la maxima afinidad de estos compuestos con el receptor, lo que
influye directamente en la éptima actividad (potencia) moduladora del canal de Ca™
(Figura 21) [Rovnyak, et al., 1995]. Por su parte, Rovnyak et. al. establecen que en la
accién moduladora de canal de Ca*, solo son esenciales las interacciones del lado
izquierdo de las DHPs y DHPMs, mientras que las interacciones del lado derecho no
presentan mayor relevancia con respecto a la actividad bioldgica, estas conclusiones
ofrecen una explicacion para entender las similitudes en los perfiles farmacoldgicos entre

DHPs y DHPMs como moduladores del canal de Ca*.

S
Antagonismo / Lado derecho
(Avrilo hacia arriba) | (No esencial)
Proa ™ " _PopaH
R .
(0]
=

N / cis-carbonilo

Agonismo X

(Arilo hacia abajo) Lado izquierdo

(Esencial)

Figura 20. Aspectos estructurales, conformacionales y configuracionales de las DHPs y

DHPMs para la actividad biolégica.
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R-(+)Bay K 8644 S-(-)Bay K 8644
Antagonista potente Agonista potente
(CEso = 33 nM) (CEso = 14 nM)

39 40
S-(-)Bay K 8644(CsH) R-(+)Bay K 8644(CsH)
Antagonista débil Agonista débil
(CEso = 10400 nM) (CEso = 3240 nM)

Figura 21. Actividad farmacoldgica y potencia de algunas DHPs en funcién de la
configuracién absoluta sobre el C-4 y el sustituyente sobre el C-3 en el lado izquierdo de

las moléculas.
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Por lo anterior, se establece que el fragmento del nucleo de la DHPM constituido
por los atomos C-2 y N-3 no es importante para la actividad farmacolégica como
moduladores del Ca*?, por lo que resulta atractiva la funcionalizacién del C-2 con
fragmentos estructurales farmacolégicamente activos con propiedades semejantes que
coadyuven la actividad de estos compuestos. En este sentido, recientemente se ha
publicado un nuevo protocolo de sintesis de compuestos con estructura de 4-aril
sustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-pirimidinas (ACIDHPMs) (Figura 22) mediante el
cual se puede funcionalizar, de manera apropiada, el C-2 con un grupo cianoguanidino

[Hulme, et al., 2008].

R1
0~ H 0 R
o . HCI / AcONa / EtOH R; | NH
N : A on
78°C/ 4h X
y . | '
NH
Ry 0 2

Figura 22. Reaccion general para la sintesis de ACIDHPMs, basada en un protocolo de

RMC.

El grupo cianoguanidino se encuentra presente en algunos compuestos con
actividad agonista del canal de K'arp como el Pinacidilo (41) y el P1075 (42). Estos dos
farmacos pertenecen al grupo de las piridilcianoguanidinas y presentan accion relajante a
nivel del musculo liso e inducen hipotension (Figura 23) [Lange, Loffler-Walz, Englert,

Hambrock, Russ, & Quast, 2002].
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Figura 23. Moléculas de cianoguanidinas agonistas del canal de K'arp, (el fragmento N-

Cianoguanidilo se resalta en color rojo).

Las ACIDHPMs son compuestos estructuralmente analogos a las DHPMs, con la
variante estructural del grupo N-cianoguanidilo en C-2, lo que los convierte en
compuestos hibridos formados por los grupos farmacoféricos de las 1,4-DHPs con
actividad antagonista del canal de Ca'™ y el fragmento N-cianoguanidilo de las
cianoguanidinas agonistas del canal de K'srp (Figura 24), ambos con efecto
vasorrelajante con actividad a nivel de musculo liso vascular. Por lo tanto, las ACIDHPMs
se presentan como excelentes candidatas para su estudio farmacolégico como agentes
vasorrelajantes si  consideramos que el método de sintesis multicomponente
recientemente desarrollado para su obtencién es simple y rapido. En conclusién, podemos
postular que las ACIDHPMs (43) presentaran propiedades farmacoldgicas prometedoras

como nuevos agentes con accién vasorrelajante.
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Figura 24. Estructura quimica de las ACIDHPMs. Los fragmentos farmacoforicos
comunes a las 1,4-DHPs y a las cianoguanidinas se muestran en azul y rojo,

respectivamente.

3.3.- Fisiologia del Masculo Liso Vascular

El aparato cardiovascular se encarga de transportar los nutrientes, O, y agua a
todos los tejidos y 6rganos que constituyen nuestro organismo, asimismo, recoge las
sustancias de desecho, como CO, y diversos productos finales del metabolismo celular,
para su posterior eliminacion. Este sistema esta constituido por el corazén y una compleja
red de vasos (arterias, capilares y venas) por los cuales viaja la sangre, que es el vehiculo

a través del cual viajan todas estas sustancias.

La sangre se impulsa con cada latido desde el ventriculo izquierdo del corazon
hacia a la aorta, la cual es el tronco principal del que procede el sistema arterial sistémico.
Desde la aorta, la sangre fluye hacia los 6rganos a través de arterias conductoras hasta
finalizar en arteriolas y capilares, donde tiene lugar el intercambio de gases y nutrientes.

Los capilares se van agrupando para formar vénulas y venas cada vez mas grandes, que
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conducen la sangre, a través de la vena cava, hasta el corazén derecho, para después

ser enviada a los pulmones y regresar al corazén nuevamente oxigenada.

Las arterias son tubos elasticos que tienen la capacidad de distenderse al recibir la
sangre impulsada por el corazon y de contraerse para reimpulsarla hacia delante. Esta
capacidad de distenderse y contraerse la exhiben debido a que sus paredes estan
formadas de fibras musculares de tipo liso y de fibras elasticas. Las grandes arterias del
cuerpo tienen un alto contenido de fibras elasticas, mientras que las arterias de menor
tamano tienen mas fibras musculares. La capacidad de dilatarse y de contraerse de las
arterias permite que la sangre bombeada por el corazén alcance a llegar a los tejidos mas
alejados al ser reimpulsada. La fuerza con la que el corazén envia la sangre al sistema
arterial mas el reimpulso que recibe de las arterias, por sus propiedades elasticas-
constrictoras, mantiene su presion a un nivel tal que llega con suficiente fuerza a los
capilares. Las arteriolas y las arterias musculares pequefias son los principales vasos de

resistencia de la circulacion.

El tono vascular® es el mas importante factor determinante en la resistencia al flujo
sanguineo de la circulacion, por lo cual, desempefa un papel vital en la regulacion en la
presion sanguinea. La regulacion de la actividad contractil del musculo liso vascular es
dependiente de una serie de complejos estimulos vasoconstrictores y vasodilatadores que
estdn interrelacionados como hormonas circulantes, neurotransmisores, presion
sanguinea y factores derivados del endotelio. Con respecto a estos ultimos, cabe
mencionar, que en la funcion de los vasos sanguineos, la participacion del endotelio

vascular es de suma importancia, ya que este recubrimiento endotelial produce sustancias

6 L i . . .
Es la actividad contractil de las células musculares lisas vasculares que forman las paredes e arterias y
arteriolas.
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que modulan el tono del musculo liso subyacente. Las células endoteliales liberan

numerosas sustancias vasoactivas (Figura 25) que pueden generar relajacion o

constriccién, entre estas entidades vasoactivas sobresalen los prostanoides (PGl,, PGE,,

PGG,, PGH,), el é6xido nitrico (NO), péptidos (PNC, la adrenomedulina, la angiotensina Il y

la endotelina) y factores hiperpolarizantes (FHDE). Esto mediadores derivados del

endotelio se producen con la finalidad de mantener un equilibrio homeostatico entre la

vasoconstriccion y la vasorrelajacién. Todas estas sefales son integradas por las células

musculares vasculares a fin de determinar la actividad de su aparato contractil y, de esta

manera, el diametro y la resistencia hidraulica del vaso sanguineo.
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Figura 25. Mediadores constrictores y relajantes derivados del endotelio vascular, estas

sustancias generadas por las células endoteliales mantienen un equilibrio homeostatico

de la contraccion y relajacion del musculo liso de los vasos sanguineos.
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El proceso de contraccion de las células musculares lisas esta regulado
principalmente por la activacién, ya sea mecanica o mediada por receptores, de las
proteinas contractiles miosina y actina. Asimismo, variaciones en el potencial de
membrana resultantes del disparo de los potenciales de accion o por la activacién de los
canales ionicos sensibles al estiramiento pueden desencadenar la contraccion de la célula
muscular lisa (Figura 26). Para que el proceso contractil ocurra, la quinasa de cadenas
ligeras de miosina (KCLM), la cual se activa al unirse con la Ca**-calmodulina, debe
fosforilar a la cadena ligera de miosina (CLM), permitiendo, de esta manera, la interaccion
molecular de la miosina y la actina. Asimismo, una segunda enzima, la miosina fosfatasa,
es capaz de invertir la fosforilacion, lo que conlleva a la relajacién del musculo. La KCLM y
la miosina fosfatasa ejercen un efecto equilibrado, favoreciendo la contraccién y la
relajacion, respectivamente; ambas enzimas estan reguladas por nucléotidos ciclicos

(AMPc y GMPc).

Agonistas

jk CaC controlado por ligandos
GPCR 2+
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PLASMATICA

Miosina Miosina-P

Figura 26. Mecanismo de contraccion del musculo liso, en este proceso es primordial el

incremento de la concentracién Ca*? en el interior de la célula.
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Al igual que en otro tipo de células musculares, las células de musculo liso
vascular emplean como factor detonante para la contraccion al Ca*?, el aumento de la

concentracién intracelular de este ion [Ca*?];

debido a diversos estimulos, genera que el
Ca*? se combine con la calmodulina, formandose el complejo Ca**-calmodulina activador
de la KCLM. La entrada de Ca™ a través de los canales i6nicos de la membrana
plasmatica y la liberacion de Ca*? de reservorios intracelulares (reticulos sarcoplasmicos)
son la mayor fuente del factor detonante. Algunos agonistas como la norepinefrina y la
endotelina se unen a los receptores acoplados a proteinas G estimulando, de esta
manera, la actividad de la fosfolipasa C. Esta enzima es la encargada de catalizar la
formacion del trifosfato de inositol (IP3) y del diacilglicerol (DAG). La union del IP; a los
receptores del resticulo sarcoplasmico ocasiona la liberacién de Ca*? hacia el citosol
celular. El DAG, junto con el Ca*?, activa a la proteinquinasa C (PKC), la cual fosforila a
proteinas diana especificas; por lo general, la PKC tiene efectos que promueven la

contraccion, tal es el caso de la fosforilacién que realiza en los canales tipo L de Ca*?

(Figura 27) [Webb, 2003].

Asimismo, la relajacion en el musculo liso se genera como resultado de la
eliminacion de los estimulos contractiies o por la accion directa de sustancias que
estimulan la inhibicion del mecanismo contractil (Figura 27). El proceso de relajacion

involucra la disminucién de [Ca*?]; y el aumento de la actividad de la fosfatasa de la CLM.
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Figura 27. Mecanismos que controlan la contraccion y relajacion del musculo liso, en

estos procesos estan mediados por aumentos y disminucién de [Ca*?], asi como la

actividad de diversas enzimas.

La entrada y salida de otros iones a través de los canales ibnicos son

fundamentales para determinar el potencial de membrana de las células musculares lisas,

este potencial de membrana, junto con la concentracion intracelular de [Ca

modula la

entrada y liberacion de Ca' a través de los canales idnicos, asi como la sensibilidad la

maquinaria contractil a Ca*2.

En las células musculares lisas, el potencial de accion se origina en los canales de

Ca* de tipo L, el cual es la mas importante via de entrada de Ca*?, asimismo, muchas de

las células musculares lisas poseen canales catiénicos controlados por ligandos, los

cuales permiten la entrada de Ca*? cuando responden a diversos transmisores.
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El musculo liso vascular expresa en su membrana plasmatica diversos canales
idénico, entre ellos encontramos cuatro o mas tipos de canales de K* (K*y, K'ca, K'atp,
K*r), uno o dos tipos de canales de Ca*? dependientes del voltaje, dos o mas tipos de
canales de CI', canales de Ca* sensibles a la concentraciéon de Ca*? de los reservorios
intracelulares y canales catidnicos activados por la tension o estiramiento. Todos estos

canales ionicos pueden estar involucrados en la regulacion del tono vascular.

Los canales de K son las principales vias de conduccion iénica en las células
musculares vasculares; su actividad es determinante para la regulacion del potencial de
membrana, en consecuencia, el tono vascular. El gradiente electroquimico de iones K*7
ocasiona que al abrirse (activarse) los canales de K*, este cation difunda hacia el exterior
de la célula (eflujo), lo que genera una hiperpolarizacién de la membrana, mientras que el
cierre de los canales de K* genera el efecto contrario. Durante la hiperpolarizacion de la
membrana que los canales de Ca*? dependientes del voltaje se cierran, disminuyendo la
entrada de Ca™ a la célula, lo que genera vasodilatacion. De igual manera, la
despolarizacién de la membrana, conlleva a la apertura de éstos, permitiendo la entrada
de Ca*?y se genera contraccion muscular. Los canales de Ca*? sensibles al voltaje tipo L
y sensibles a las DHPs, son los canales dominantes en las células de la musculatura
vascular desempefiando un papel trascendental en la reactividad miogénica y vasomotora

[Jackson, 2000].

El potencial de membrana no solo regula la apertura o cierre de los canales de
Ca™ sensibles al voltaje, asimismo, es determinante en la liberacion de Ca*? inducido por
IP; de los reservorios intracelulares, asi como en la sensibilidad a Ca* por parte de la

maquinaria contractil. A este respecto, el papel de canales de K* es trascendental, debido

7 La concentracién de K" intracelular [K']; es 140-150 mM, mientras que la extracelular[K'], es 2.4-5 mM.
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a su dominancia para determinar el potencial de membrana, y en consecuencia, del tono
vascular. En este sentido, los compuestos bioactivos que bloquean la entrada de Ca* a
través de los canales de Ca*? del tipo L (p. ej. dihidropiridinas), asi como los farmacos
activadores del canal de K" (p. ej. cianoguanidinas), desde el punto de vista
farmacoldgico, se presentan como importantes alternativas para producir relajaciéon del
musculo liso vascular, y por consecuencia, en el tratamiento de enfermedades como la

HTA.
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente proyecto de investigacion busca llevar a cabo la sintesis de una serie
de compuestos con estructura de ACIDHPM a través un protocolo de RMCs, donde los
compuestos de interés presenten en su estructura molecular el fragmento farmacoférico
de la 1,4-DHP, asi como el del cianoguanidino, previo postulacion de que las moléculas
que exhiben estos farmacéforos poseeran propiedades bioactivas como agentes
vasorrelajantes. Para validar o descartar esta premisa, se realizaran los ensayos
farmacologicos respectivos empleando un modelo de érgano aislado en anillos adrticos de
rata, mismos que permitiran, segun el caso, dilucidar, mediante el protocolo experimental
apropiado, el mecanismo de mediacion celular implicado en el proceso de vasorrelajacion

inducida por la ACIDHPM.
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5.- HIPOTESIS

Si se sintetizan compuestos hibridos quimicamente estables como las 4-aril
sustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-pirimidinas que combinen los fragmentos
farmacoféricos de las 1,4-dihidropiridinas y de las cianoguanidinas de probada actividad
clinica como antagonistas del los canales de Ca*? y activadores de loa canales de K'arp
respectivamente, entonces, los nuevos compuestos mediaran su actividad farmacoldgica
como agentes vasorrelajantes actuando en estas mismas dianas biolégicas de manera

sinérgica, potenciada o a través de mecanismos alternos.
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6.- OBJETIVOS

Objetivo General

Llevar a cabo la sintesis via Reacciones Multicomponentes (RMCs) de una serie
de nuevos compuestos con nucleo de 4-aril sustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-
pirimidina con potencial actividad farmacoldgica. Las moléculas obtenidas, previa
caracterizacion, seran evaluadas como agentes vasorrelajantes empleando un modelo in
vitro de o6rgano aislado. Aquella molécula que presente un mejor perfil farmacoldgico
como vasodilatante sera empleada para discernir el mecanismo probable de accion
mediante el cual induce los procesos de mediacion celular involucrados en el proceso de

relajacion.

Objetivos Particulares

e Efectuar la sintesis, aislamiento y purificacion de una serie de compuestos con
estructura de 4-aril sustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-pirimidina empleando el
protocolo de sintesis de RMCs.

e Llevar a cabo la caracterizacion de las moléculas previamente obtenidas empleando
métodos espectroscopicos como: Espectrometria de Masas (EM), Espectroscopia
Infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

o Investigar el perfil farmacoldgico de estas moléculas empleando un modelo in vitro
para 6rganos aislados (anillos de aorta de rata).

e Proponer el probable mecanismo de mediacién celular involucrado utilizando el
compuesto de Optimo perfil farmacolégico, mediante el empleo de agentes
bloqueadores de receptores e inhibidores enzimaticos celulares con mecanismos

conocidos.
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7.- METODOLOGIAS

7.1.- Protocolo de Sintesis de los Compuestos 4-Aril sustituido 2-

Cianoimino-3,4-Dihidro-1H-Pirimidinas (ACIDHPMs)

La sintesis de las ACIDHPMs (1-5, Figura 28) se realiz6 bajo el protocolo de RMCs
recientemente investigado y dado a conocer por nuestro equipo de trabajo. Este se basa
en la reaccion de 1 eq. del aldehido aromatico correspondiente, 2 eq. de cianamida y 1
eq. de acetoacetato de etilo [Hulme, et al., 2008]. Todos los reactivos empleados, excepto
el 2-difluorometoxi-5-nitrobenzaldehido que se preparé de acuerdo a un método reportado
previamente en la literatura [Yagupolskii, et al., 1999] y los solventes fueron de grado

reactivo adquirido de Sigma-Aldrich S.A. y se emplearon sin mayor tratamiento.
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Figura 28. Reactivos y condiciones de reaccion para la sintesis de las ACIDHPMs 1-5.

43



7.1.1.- Procedimiento general de sintesis

En un matraz de bola de 100 mL, provisto de un sistema de condensacion,
agitacion y manta de calentamiento, se colocaron 24 mmol del arenocarbaldehido
correspondiente, 24 mmol de acetoacetato de etilo, 48 mmol de cianamida (solucion
acuosa al 50%), 24 mmol de acetato de sodio y 0.5 mL de &acido clorhidrico concentrado
(37%), disueltos en 20 mL etanol. Esta suspension se mantuvo a temperaturas de reflujo y
agitacion moderada durante 4 horas. Al término de este tiempo, se concentré el crudo de
reaccion, se filtré, y el producto sdlido aislado se recristalizé6 de etanol, para obtener los

compuestos puros (ACIDHPM 1-5).

Las moléculas se caracterizaron empleando diversos métodos fisicos vy
espectroscopicos. En lo que respecta a las propiedades fisicas, la pureza de los
compuestos se verifico por cromatografia de capa fina de silice gel Kiesegel 60 Fosq4
(Merck, Darmstadt, Germany) y los puntos de fusién correspondientes se determinaron
utilizando un equipo Fisher-dJohns. Por su parte, los datos espectroscépicos de IR, RMN
(H', C™®) y EM (IE), se obtuvieron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 1600, en un
equipo Varian Mercury 300 y en un espectrometro MStation JMS-700 JEOL,

respectivamente.
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7.2.- Investigacion de la Bioactividad de las ACIDHPMs

7.2.1- Animales de Experimentacion

Para los experimentos farmacolégicos de relajacion vascular en anillos aorticos se
utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 12 a 14 semanas de edad con un peso de 225
+ 25 gramos, suministradas por el Bioterio del Seccién de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional. La
comida y agua se proporcionaron ad libitum para todos los animales. Todos los
procedimientos descritos se llevaron a cabo de acuerdo con los Principios Rectores del
Comité Consultivo de Investigaciones Médicas de la OMS (Croénica de la OMS 39: 5560,
1985) y a las Normas Internacionales para la investigacion biomédica con animales de la
OPS (Bol Of Sanit Panam 108(5-6), 1990) que incluye los antedichos Principios Rectores

de la OMS.

7.2.2.- Obtencioén de los Tejidos

Los animales, previamente anestesiados con éter etilico, se sacrificaron por
dislocacién cervical. Posteriormente, se extrajo la porcion de la aorta toracica
comprendida entre el arco adrtico y el diafragma de las ratas, ésta se colocod
inmediatamente en una solucién de Krebs, pH 7.4, de composicion definida (118 mM
NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 1.18 mM KH,PO,, 25 mM NaHCOs3,
0.027 mM EDTA y 11.7 mM Glucosa) con burbujeo constante de gas carbégeno (O, 95 %
y CO,, 5 %). La arteria disecada se limpié de tejido conectivo y graso, para seccionarla
transversalmente en anillos de 3 a 5 milimetros de longitud. Durante todo el proceso de
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diseccion, los tejidos permanecieron bafados en soluciéon de Krebs a 4 °C sobre una
placa de Petri. Para trabajar la aorta denudada de endotelio, éste se removi6 frotando
pequenas tiras de algodon humedecidas con solucion Krebs contra la superficie interna de

los anillos.

7.2.3.- Montaje Experimental

Los anillos adrticos se montaron en copas de Allhin para érganos aislados de 10
mL de capacidad que contenian solucién de Krebs regulada a una temperatura de 37 °C,
mediante una bomba termostatica (TECTRON 4373200) e irrigada continuamente con un
flujo constante de gas carbdgeno (Figura 29-a). La colocacion se realizé introduciendo a
través del lumen del anillo de aorta dos alambres finos de acero inoxidable, uno de los
cuales se fij6 a la copa de Allhin (Figura 29-b y 29-c) y el otro se conecté al transductor
isométrico de 50 gramos TSD125 (BIOPAC Systems, Inc.). La senal de fuerza isométrica
fue amplificada y convertida de analdgica a digital utilizando un equipo de adquisiciéon de
datos MP-100 (BIOPAC Systems, Inc.) y registrada en un ordenador mediante el software

AcqKnowledge v3.8.2 (BIOPAC Systems, Inc.).

Los anillos adrticos se sometieron a una tension basal inicial de 4.0 gramos,
seguido de un periodo de estabilizacién de 60 minutos. Durante este tiempo se realizaron
cambios repetidos de la solucion nutricia cada 20 minutos y reajustes de la tension basal

cuando fue necesario. [Pérez-Vizcaino, Duarte, & Tamargo, 1991].
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Figura 29. La imagen superior es una perspectiva del equipo experimental y la inferior un
acercamiento de la copa de Allhin, donde se muestra el montaje experimental in vitro del

tejido adrtico en bafo de érgano aislado.

47



7.2.4.- Preparacion de las Soluciones Experimentales y de ACIDHPMs

Todas las soluciones de las ACIDHPMs, Indometacina, Nifedipina y Glibenclamida
se prepararon el mismo dia del experimento en soluciones concentradas iniciales de
concentracién 10" M en dimetilsulféxido (DMSO) y fueron diluidas a las demas
concentraciones experimentales empleando para ello agua doblemente destilada
inmediatamente antes de ser utilizadas. En el caso del ODQ, se prepard inicialmente en
una solucion concentrada de 10" M, a continuacién, se dividio en alicuotas de 20 MM que
se congelaron a -80 °C, conservandose de esta manera hasta su utilizacion. Previo al
experimento las alicuotas se descongelaron y se diluyeron con DMSO en la primera
dilucion y en H,O doblemente destilada a partir de la segunda dilucion. Las
concentraciones finales del DMSO en los bafo de 6rganos se mantuvieron menores al
0.1%, por lo cual no afectaron la respuesta vascular. Todos los demas compuestos se

disolvieron y diluyeron en agua doblemente destilada.

Prueba de Viabilidad y Presencia de Endotelio

Una vez acoplado y estabilizado, el anillo vascular se contrajo con 100 pL de
fenilefrina (Phe, 10° M, Figura 30), considerandose viable el tejido si después de su
estimulacién y posterior estabilizacion, se alcanzd una diferencia de tensidon minima de
1.6 g con respecto a la basal. Para evidenciar la presencia o ausencia del endotelio,
posterior a la adicién de Phe, se agregaron 100 pL de acetilcolina (Ach, 10° M, Figura 31).
Los anillos denudados de endotelio no muestran ningun efecto relajante, mientras que los
anillos con endotelio respondieron a este estimulo. Para los propdsitos de este estudio,

Unicamente se consideraron con endotelio aquellos anillos adrticos que previa
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estimulacion con Ach presentaron una relajacion superior al 70 % del incremento de la
tension con Phe [Russell & Watts, 2000]. Una vez comprobada, segun el caso, la
presencia o ausencia de endotelio, las preparaciones se lavaron con solucion Krebs para
permitir el retorno a la tensidén basal, reajustandola en el caso de que fuera necesario.
Para el inicio del protocolo experimental correspondiente se requiri6 de un tiempo

estabilizacion adicional de 30 minutos.
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Figura 30. Registro de la prueba de viabilidad a Phe 10 ® M y determinacién de la
ausencia de endotelio con Ach 10 ® M en anillos de aorta de rata. . La Phe, agonista de
los receptores aj-adrenérgicos, induce contraccion en musculo liso vascular al activar la
produccién de trifosfato de inositol (IPs) y generar asi liberacién de Ca* del reticulo

sarcoplasmico.
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Figura 31. Registro de la prueba de viabilidad a Phe 10 ° M y determinacién de la
presencia de endotelio con Ach 10 ® M en anillos de aorta de rata. La Ach produce
vasodilatacién por su accién en las células endoteliales liberando éxido nitrico (NO), esta
molécula que actua como un segundo mensajero activa al guanilato ciclasa soluble (GCs)

para aumentar la produccién de monofosfato ciclico de Guanosina (GMPc).
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7.2.5.- Investigacién Farmacoldgica de la Fioactividad de las ACIDHPMs 1-5

Para investigar los posibles efectos relajantes de las ACIDHPMs (Tabla 3) se

construyeron curvas concentracion-respuesta empleando anillos aérticos de rata con y sin

endotelio, segun el caso, precontraidos con 100 uL de Phe (10 M). Una vez alcanzado el

efecto contractil maximo y en condiciones de equilibrio, se afnadieron concentraciones

acumulativas (10° a 10* M) de los compuestos de interés (Figura 32) [Tanaka, et al.,

2006].

Tabla 3. Moléculas de ACIDHPMs investigadas como posibles agentes con actividad

vasorrelajante.

R G Nombre

H H 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-fenil-3,4-dihidro-1H-pirimidina
(ACIDHPM 1)

H 3-F 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-fluorofenil)-3,4-dihidro-1H-
pirimidina (ACIDHPM 2)

H 2-CF, 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-
1H-pirimidina (ACIDHPM 3)

H 3-CF; 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-
1H-pirimidina (ACIDHPM 4)

NO, 2-OCHF, 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-difluorometoxi-5-nitrofenil)-3,4-

dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 5)
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Figura 32. Registro de la relajacion inducida por las ACIDHPMs 1-5 en anillos de aorta de

rata precontraidos con Fenilefrina 10 ® M.
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7.3.- Estudio del Mecanismo de Modulacién Celular de la ACIDHPM 3

7.3.1.- Incubacién con Inhibidores Especificos de Enzimas Moduladoras del Efecto

Vasorrelajante

Para determinar la posible via de senalizacion mediadas por la ACIDHPM 3, se
construyeron curvas concentracion respuesta (10°-10* M) en anillos aérticos, incubados
(30 minutos), previo a la adicién de Phe (10° M), con farmacos de actividad inhibidora
conocida (Tabla 4), p. €j. Indometacina (10° M), N®-nitro-L-arginina metiléster (L-NAME)

(10°M), y 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ) (10° M).

Tabla 4. Farmacos inhibidores de enzimas COX, NOS y GCs empleados para determinar

el mecanismo de accién de la ACIDHPM 3.

Farmaco Estructura Bioactividad (M)
cl
\/\éo
Indometacina N Inhibidor de la COX (10"6)
Me
Me_ /
o]
0}
N

H

NH

N

LNAME  meo H)\N/Noz Inhibidor de la NOS(10°®)

H,

oDQ N N:© Inhibidor de la GCs (107°)
AN
N
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7.3.2.- Incubacién con Antagonistas Especificos de Receptores Modulares del

Efecto Vasorrelajante

Para descartar o confirmar la participacion de los receptores muscarinicos,
histaminérgicos (H;), B-adrenérgicos y canales de Ca*’, en el mecanismo de
vasorrelajacion inducido por la ACIDHPM 3; los anillos de aorta, con endotelio o
denudado, se incubaron durante 20 minutos, previo a la adicién de Phe (10'6 M), con
bloqueadores de receptores especificos: Atropina (10° M), Bromfeniramina (10° M),
Propranolol (10° M) y Nifedipina (10° M) (Tabla 5). Una vez alcanzada la respuesta
contractil maxima y en equilibrio, se adicionaron concentraciones acumulativas de la

ACIDHPM 3 (10°-10™ M).
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Tabla 5. Agentes bloqueadores de diversos receptores empleados para determinar el

mecanismo de accion de la ACIDHPM 3.

Farmaco Estructura Antagonismo (M)
OH
O \N
*
Atropina 0%1 Receptores muscarinicos (M) (10'6)
\N/
Bromfeniramina N " Receptores histaminérgicos (H,) (10°)
X
- Br
Propranolol O O/\"(\ NJ\ Receptores B-adrenérgicos (10°)
H
OH
NO,
Nifedipina Me0OC COOMe Canal de Ca** (10°%)
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7.3.3.- Efecto de la ACIDHPM 3 en la Respuesta Contractil Inducida por una Alta

Concentracién de K* (80 mM) en una Solucién de Krebs Libre de Ca*.

Para determinar si la relajacion inducida por la ACIDHPM 3 estd mediada por su
capacidad de modular el influjo de Ca*? al interior de la célula a través de los canales de
Ca*? controlados por el voltaje, se procedié a realizar curvas concentracion respuesta a
CaCl, en bafio de solucién de Krebs libre de Ca*®y K* 80 mM (Krebs despolarizante).
Después de realizar la prueba de viabilidad en los anillos aérticos, con endotelio intacto y
denudados, y transcurrido el tiempo de estabilizacion tras los lavados, se procedid a
incubar los tejidos en solucién de Krebs libre de Ca*? y con una concentraciéon 80 mM de
K*, la elevada concentracion de K se obtuvo reemplazando el NaCl por la cantidad
equivalente de KCI en la solucion de Krebs y mantener la osmolaridad fisioldgica,
asimismo se omitié el CaCl, en la preparacion de la solucién. Se realizaron una serie de
lavados con Krebs despolarizante a los anillos, hasta que la contraccion generada por las
alta concentracion de K* se atenud y la tension regresé a la basal. Una vez estabilizado el
registro de la tensién en la basal, se procedié a elaborar la curva concentracion-respuesta
a CacCl,, para ello se adicionaron concentraciones acumulativas de CacCl, (0.1, 0.31, 1.0,
3.1y 10 mM). Al término de la elaboracion de la curva, se realizaron varios lavados a los
anillos aérticos con solucion de Krebs normal, una vez que la tension regresé y se
estabilizé en la basal, se realiz6 el protocolo anteriormente descrito para la elaboracion de
las curvas concentracion-respuesta en presencia de la ACIDHPM 3, con la modificacién
de que, posteriormente a la estabilizacion de la tension en Krebs despolarizante, los
tejidos se incubaron durante 20 minutos en presencia de la ACIDHPM 3 a tres diferentes
concentraciones (10, 10° y 10* M), para finalmente iniciar las adiciones de CaCl,. Para

cada concentracién de la ACIDHPM 3 se emplearon los mismos anillos adrticos,
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obteniéndose cuatro curvas para cada anillo, es decir, sin la ACIDHPM 3 y en presencia

de la ACIDHPM 3 a tres diferentes concentraciones (10°, 10°y 10* M)

7.3.4.- Relajacion Inducida por la ACIDHPM 3 en Anillos de Aorta Precontraidas con

K* 20y 80 mM.

Para determinar si los canales de K* estan involucrados en la relajacion inducida
por la ACIDHPM 3, se generaron curvas concentracion-respuesta en aortas precontraidas
mediante una concentracion unica de 20 u 80 mM de K* en la solucion de Krebs isotonica.
Las elevadas concentraciones de K* se obtuvieron reemplazando el NaCl por la cantidad
equivalente de KCI para obtener concentraciones de 20 y 80 mM en la solucion de Krebs
y mantener la osmolaridad fisiolégica [Ceron, Cremonez, Bendhack, & Tedesco, 2001].
Una vez realizada la prueba de viabilidad en los anillos aérticos y, transcurridos el tiempo
de estabilizacion tras los lavados de los mismos con solucidon de Krebs normal, se
procedié a reemplazar la solucién de Krebs normal de los bafios de los érganos con la
solucion isoténica de Krebs 20 u 80 mM de KCI. Al alcanzar la estabilizacion de la
respuesta contractil generada por KCl se agregé Phe (10° M). Alcanzada una nueva
estabilizacién se agregaron concentraciones acumulativas de la ACIDHPM 3 (10°-10™ M).
Antes de afadir una nueva concentracion se espera a la estabilizacion de la relajacion

que se ha desencadenado con la concentracién previa de la ACIDHPM 3.
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7.3.5.- Efecto de Diversos Agentes Bloqueadores Especificos de los Canales de K*

en la Relajacién Inducida por la ACIDHPM 3.

Los anillos de aorta, con endotelio intacto o denudados del mismo, se incubaron
durante 20 minutos, previo a la adiciéon de Phe (10° M), en presencia de diversos los
bloqueadores: 4-Aminopiridina (4-AP) (5 x 10° M), Ba*? (10 M), Glibenclamida (10° M) y
Tetraetilamonio (TEA) (10° M) (Tabla 6); una vez alcanzada la meseta en la respuesta
contractil se adicionan concentraciones acumulativas de la ACIDHPM-3 (10°-10* M). Lo
anterior resulta apropiado para discernir el tipo de canal de K™ (K*y, K'r, K'atp ¥ K'ca) esta
involucrado en el mecanismo de vasorrelajacion inducido por la ACIDHPM 3 [Nelson &

Quayle, 1995].
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Tabla 6. Agentes bloqueadores especificos de canales de K*

el mecanismo de accion de la ACIDHPM 3.

empleados para determinar

Compuesto Estructura Bloqueo (M)
AAP N Canal K'y (5 x 107)
Ba" Ba" Canal K'g (107

(0]
\o)

AN
(0] o) \/ 0
HN\{
Glibenclamida ©/IQN \Q
N HN
Cl

TEA \N(‘9
AN

Canal de K'arp (10°)

Canal de K'¢, (107)
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7.4.- Expresion y Tratamiento de Datos.

Las respuestas en la tension vascular generadas por las concentraciones
acumulativas de los compuestos se expresaron en curvas concentracion-respuesta,
siendo la respuesta el porcentaje de relajacidon producida la ACIDHPM, es decir, la
inhibicion del efecto contractil previamente generado. El porcentaje de relajacién se
calculd considerando la maxima tensién generada por el agente vasoconstrictor (Phe o la
alta concentracion de KCI), previa a la adicion de los vasorrelajantes, como 0% de
relajacion, y la recuperacion completa a la tension basal, previa a la adicion del agente

vasoconstrictor, como 100% de relajacion. Las curvas se ajustaron a la ecuacion:

min + (Ey,,x — min)

.
(@)

Donde:
min Relajacion minimo observado en la curva.
Emax Efecto maximo obtenida por el farmaco.

Clsg Concentracion Inhibitoria 50 del efecto contractil.

n Pendiente de Hill, pendiente de la curva en su punto medio.
X Concentracion empleada del farmaco en cada punto de la curva
y Relajacion generado en cada concentracion x

Asimismo, se determinaron el valor del efecto maximo (En.x, relajacion maxima
obtenida por el farmaco para este estudio) y la concentracion inhibitoria 50 (Clsg), que se

define como la concentracién del farmaco necesaria para disminuir en 50% la contraccién
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inducida por el agente vasoconstrictor a partir de las medias de los resultados individuales
de cada tejido. El Cls, fue expresado como pCls, (-log Clsg). Todos los resultados se
expresaron como media aritmética + el error estandar de la media (EEM) de un minimo de

3 anillos adrticos.

Para comparar los valores obtenidos entre los diferentes grupos se emplearon las
pruebas de t de student y Analisis de Varianza (ANOVA) de dos vias seguida de la prueba
de Holm-Sidak de comparaciones multiples, considerandose diferencias significativas
cuando P<0.05. El tratamiento de los datos se efectué mediante los programas de
ordenador Microsoft Office Excel 2007, SigmaPlot 11.0 (SPSS Inc.) SigmaStat 3.1 (SPSS

Inc.).
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8.- RESULTADOS

8.1.- Sintesis Quimica de los Compuestos 4-Aril sustituido 2-Cianoimino-3,4-

Dihidro-1H-Pirimidinas (ACIDHPMs)

Tabla 7. Rendimientos y Puntos de Fusion de las ACIDHPMs 1-5.

Compuesto R G Rendimiento (%) Punto de Fusién (°C)
ACIDHPM1 H H 35 258-260
ACIDHPM 2 H 3-F 30 270-273
ACIDHPM3 H 2-CF; 33 208-211
ACIDHPM 4 H 3-CF; 27 266-269
ACIDHPM 5 NO, 2-OCHF, 57 249-251
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En la Tabla 7 se presentan rendimientos obtenidos en la sintesis de las
ACIDHPMSs 1-5, asimismo se puede apreciar que los rendimientos para las ACIDHPM 1-4
son similares, por otro lado, en la obtencién de la ACIDHPM 5 se obtuvo el rendimiento

mas alto, siendo éste casi el doble del obtenido para las otras ACIDHPMs.

De igual manera, la Tabla 7 nos proporciona los puntos de fusidon que presentaron
las ACIDHPMs 1-5, éstos varian para cada molécula debido a los distintos sustituyentes
del arilo en C-4 que cada molécula presenta. La ACIDHPM 3 requirié la menor
temperatura para pasar del estado sodlido al liquido, mientras que las otras ACIDHPMs
ostentaron puntos de fusién similares. Los puntos de fusién son de vital importancia ya
que nos sirven para determinar si el compuesto presenta impurezas o si se tiene a las

moléculas puras.

Los resultados de la caracterizacibn por métodos espectroscépicos de las

ACIDHPMs 1-5 se encuentran en el Apéndice A. Los Espectros de RMN y de EM se

localizan en los Apéndices B y C, respectivamente.
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8.2.- Investigacion de la Bioactividad de las 4-Aril sustituido 2-Cianoimino-

3,4-Dihidro-1H-Pirimidinas (ACIDHPMs)

Tabla 8. Valores de pClsy ¥y Enax determinados experimentalmente para los compuestos

sintetizados con nucleo de ACIDHPM.

Parametro
Compuesto
pClso Emax (%)

ACIDHPM 1 CE 6.98 £ 0.03 74.84 £ 0.68

SE 7.66 £ 0.14 77.69 +£1.71
ACIDHPM 2 CE 5.47 £ 0.04 76.79+1.16

SE 5.45+0.03 83.22 +1.01
ACIDHPM 3 CE 6.84 £ 0.14 110.22 + 2.63

SE 6.70 £ 0.09 101.83+2.15
ACIDHPM 4 CE 5.21 £ 0.03 82.67 +1.34

SE 4.98 + 0.04 98.10 £ 2.50
ACIDHPM 5 CE 5.62 £ 0.06 67.19+ 1.43

SE 511 +0.16 83.85+5.27
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En laa Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de la
bioactividad de las ACIDHPMs 1-5 como agentes vasorrelajantes. Los valores de pClsg
nos proporcionan informacién acerca de la potencia del farmaco respecto a su actividad,
en este caso vasorrelajante. Por otra parte, los valores de E,.x hos ayudan a evaluar la
eficiencia con la cual se genera la actividad farmacoldgica. En la tabla 8 se aprecia que la
ACIDHPM 1 fue la que presentd el mas 6ptimo pClsy, asimismo la ACIDHPM 3 fue la que

produjo el efecto vasorrelajante de manera mas eficaz.

Grafica 1. Curvas concentracion-respuesta de la relajacion inducida por ACIDHPM 3.
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*P< 0.05 Diferencias significativas entre anillos con endotelio (CE) y sin endotelio (SE)

La Gréafica 1 nos muestra la curva concentracion-respuesta para la accién
vasorrelajante inducida por la ACIDHPM 3 en los anillos adrticos, con endotelio (CE) y

denudados de (SE) precontraidos con Phe 10 M. Las curvas generadas en los anillos CE
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y SE presentan variaciones en sus trayectorias, sin embargo en ambos casos se obtuvo el

100 % de realajacion.

Las curvas concentracién-respuesta obtenidas de la evaluacion farmacolégica de

las ACIDHPMSs 1, 2, 4 y 5 como agentes vasorrelajantes se encuentran localizadas en el

Apéndice D.
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8.3.- Resultados del Estudio del Mecanismo de Modulacion Celular de la

ACIDHPM 3

8.3.1.- Incubacion con Inhibidores Especificos de Enzimas Modulares del Efecto

Vasorrelajante

Tabla 9. Valores experimentales de pClsy ¥ Enax determinados para la ACIDHPM 3 en
presencia de inhibidores de enzimas COX, NOS y GCs.

Control Tratado
INHIBIDOR
pClSO Emax (%) pCISO Emax (%)
Indometacina CE 6.59+0.10 (3)Y 105.73 £ 2.31 (3) 6.94 + 0.23 (4) 99.07 + 3.50 (4)
SE 6.44 £ 0.19 (3) 105.89 £ 5.19 (3) 6.10 £ 0.07 (3) 105.06 £ 2.29 (3)
L-NAME CE 6.30 £0.11 (3) 107.62 £ 2.86 (3) 6.68 +0.08 (3) 102.46 + 1.86 (3)
oDQ SE 6.09+£0.21(3) 101.646 £5.97 (3) 6.49+0.38(3) 111.44+£8.79(3)

'Numero de experimentos (n). *P < 0.05, **P < 0.01 Diferencias significativas entre grupo control y grupo tratado

La Tabla 9 nos muestra los valores experimentales obtenidos de pClsg ¥ Emax
obtenidos de las curvas concentracion-respuesta generadas para discernir el mecanismo
de mediacion celular involucrado en la respuesta relajante inducida por la ACIDHPM 3.
Los valores experimentales de ambos parametros se expresan para el grupo control, es
decir, sin inhibidor enzimatico, asi como para el grupo tratado, en el cual los anillos
adrticos se incubaron en presencia de los distintos inhibidores. Los valores
experimentales obtenidos (pClsy Yy Emax) entre los grupos control y los tratados no
presentaron diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 2. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

Indometacina.

Relajacion (%)

La Grafica 2 nos muestra
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados

las curvas concentracion-respuesta,

la

vasorrelajacion producida por la ACIDHPM 3, generadas en anillos de aorta CE para los

grupos control y tratado (anillos incubados con Indometacina). Las trayectorias de ambas

curvas con muy similares, encontrandose diferencia estadisticamente significativa

Unicamente en el ultimo punto de ambas curvas.

Las curvas concentracion-respuesta obtenidas de la evaluacion farmacolégica de

la ACIDHPM 3 en presencia de los bloqueadores enzimaticos Indometacina (SE), L-

NAME (CE) y ODQ (SE), se encuentran en el Apéndice E.
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8.3.2.- Incubaciéon con Bloqueadores Especificos de Receptores Moduladores del

Efecto Vasorrelajante

Tabla 10. Valores experimentales de pClsy ¥ Enax para la ACIDHPM 3 en presencia de

bloqueadores de receptores muscarinicos, histaminérgicos, p-adrenérgicos y canales de

Control

Tratado

pClso

Emax (%)

pClso

Emax (%)

Ca®™.
BLOQUEADOR
Atropina CE

SE
Bromfeniramina CE
SE
Propranolol CE
SE
Nifedipina CE
SE

6.22 +0.10 (4)"

6.66 + 0.21 (5)

6.66 + 0.07 (3)

6.66 + 0.24 (4)

6.94 +0.14 (3)

6.22 + 0.16 (3)

6.29 + 0.12 (4)

6.42 + 0.15 (4)

109.35 + 2.63 (4)

100.30 + 3.82 (5)

105.98 + 1.67 (3)

102.74 + 4.92 (4)

106.94 + 2.37 (3)

101.83 + 4.25 (3)

105.47 + 3.43 (4)

102.48 + 3.68 (4)

6.34 +0.17 (3)

6.97 + 0.07 (4)

6.83 £ 0.15 (5)

6.70 £ 0.21 (4)

6.68 + 0.10 (3)

6.32 + 0.38 (3)

6.07 + 0.06 (4)

5.63 + 0.08** (3)

106.53 + 3.72 (3)

100.12 + 1.28 (4)

108.18 + 2.84 (5)

99.47 + 4.40 (4)

107.10 + 2.16 (3)

107.12 + 4.05 (3)

104.03 + 2.08 (4)

103.16 + 3.01 (3)

'Numero de experimentos (n), *P < 0.05, **P < 0.01, Diferencias significativas entre grupo control y grupo tratado

La Tabla 10 nos muestra los valores experimentales de pClsy y Enax para la

ACIDHPM 3 en presencia de diversos bloqueadores de conocidos

receptores
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involucrados en el mecanismo e vasorrelajaciéon. Los valores fueron obtenidos a partir de
las diversas curvas concentracién-respuesta en anillos CE y SE. Podemos apreciar que
en el caso de los bloqueadores Atropina, Bromfeniramina y Propranolol los valores
obtenidos no presentan diferencias significativas entre los grupos control y tratado, tanto
para los anillos CE y denudados (SE). Sin embargo, en el caso de los anillos SE
incubados con Nifedipina, el pClsy del grupo tratado mostré diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control; por otro lado, en E.x de estos anillos no generé
diferencia al compararlo con el E,., obtenido para el grupo control. Con respecto a los
anillos CE incubados con este ultimo bloqueador, los valores experimentales obtenidos no

presentan diferencia con los de los del grupo control.

Gréfica 3. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

Nifedipina.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados
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Gréfica 4. Curva concentracién-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE incubados con

Nifedipina.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados

La Grafica 3 muestra las curvas concentracion-respuesta generadas para la
relajacion inducida por la ACIDHPM 3 en anillos CE controles e incubados con Nifedipina.
Las trayectorias de ambas curvas son muy equivalentes, con una ligera variacion
significativa en la trayectoria en el punto central de ambas. En el caso de la Gréfica 4,
vemos que la curva generada por los anillos SE incubados con Nifedipina se encuentra
desplazada hacia la derecha, lo que genera diferencias significativas, asimismo en las
tltimas tres concentraciones de ACIDHPM 3 (10°°-10* M), la curva de los anillos tratados

se empalma con la curva obtenida por los controles. Lo anterior es congruente con los
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valores que encontramos en la Tabla 10 en donde el pClsy presenté diferencia

significativa, pero el E.x No as presenté.

Las curvas concentracion-respuesta obtenidas de la evaluacion farmacolégica de
la ACIDHPM 3 en presencia de los bloqueadores Atropina, Bromfeniramina y Propranolol

se localizan en el Apéndice F.

8.3.3.- Efecto de la ACIDHPM 3 en la Respuesta Contractil Inducida por una Alta

Concentraciéon de K* (80 mM) en una Solucién de Krebs Libre de Ca*™

Gréafica 5. Curva concentracidon-respuesta a CaCl, en anillos CE incubados en Krebs

despolarizante y ACIDHPM 3.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados
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Las Graficas 5 y 6 muestran las curvas concentracion-respuesta de la contraccién
generada por la adicion de CaCl, a los anillos CE y SE en ausencia (control) e incubacion
con la ACIDHPM 3 a distintas concentraciones. En ambos casos, las curvas generadas en
los anillos incubados con la ACIDHPM 3 presentaron diferencias significativas con
respecto a las curvas control en las concentraciones posteriores a la primera adicién de
CaCl, (10™* M). Asimismo, en las curvas generadas en presencia de la ACIDHPM 3 10° y

10™* M se aprecia nula respuesta contractil al estimulo con CaCl..

Gréafica 6. Curva concentracion-respuesta a CaCl, en anillos SE incubados en Krebs

despolarizante y ACIDHPM 3.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados
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8.3.4.- Relajacion Inducida por la ACIDHPM 3 en Aortas Precontraidas con K*

Tabla 11. Valores experimentales de pClsg vy Enax para ACIDHPM 3 en aortas
precontraidas con KCI 20 y 80 mM.

Control Tratado
BLOQUEADOR
PClso Emax (%) PClso Emax (%)
KCI 20 mM CE 6.64 +0.13 (3)" 108.71 £ 2.89 (3) 6.64 + 0.06 (4) 102.93 £ 1.29 (4)
SE 6.76 £ 0.29 (3) 104.50 £ 5.52 (3) 6.44 £ 0.15 (4) 97.03+4.24 (4)
KCI 80 mM CE 6.60 + 0.07 (3) 106.78 £ 1.78 (3) 5.73+0.11**(3) 86.51+3.31**(3)
SE 6.58 + 0.27 (4) 101.31 £ 5.24 (4) 494 +0.07** (4) 58.01+£1.97** (4)

'Numero de experimentos (n), *P < 0.05, **P < 0.01, Diferencias significativas entre grupo control y grupo tratado

La Tabla 11 contiene los valores experimentales de pClsy y Enox determinados a
partir de las curvas concentracion-respuesta para la relajacion inducida por la ACIDHPM 3
en anillos, CE y SE, precontraidos con Phe 10° M y KCI (20 u 80 mM) (tratados) y
Unicamente con Phe 10 M (controles). Los anillos que fueron contraidos con KCI 80 mM
obtuvieron valores de pClsy y Enax que presentaron diferencias significativas con respecto

a sus controles, en discrepancia con los anillos contraidos con KCI 20 mM.
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Gréfica 7. Curva concentracidon-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE precontraidos con
KCI 20mM.
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Gréfica 8. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE precontraidos con
KCI 20mM.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados
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Gréfica 9. Curva concentracién-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE precontraidos con
KCI 80mM.
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Gréfica 10. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE precontraidos
con KCI 80mM.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados
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La Gréficas 7 y 8 muestra las curvas concentracion-respuesta para la relajacion
inducida por la ACIDHPM 3 en anillos CE y SE precontraidos con KCI 20 mM, podemos
apreciar que en el caso de la curva obtenida en anillos CE las trayectorias de ambas
(control y tratado) estan superpuestas, por lo que no existe diferencia significativa entre
ellas. En el caso de los anillos SE, existen diferencias significativas a lo largo de la
trayectoria de la curva del grupo tratado, al ser comparada con la del grupo control, sin
embargo, estas diferencias no generaron divergencias en los valores de pClsy ¥ Enax

entre los dos grupos, obtenidos a partir de ellas y expresados en la Tabla 11..

Por otra parte, las Graficas 9 y 10 presentas las curvas generadas en anillos CE y
SE, respectivamente, contraidos con KCI 80 mM. En ambos casos, las curvas de los
anillos tratados se encuentran desplazadas hacia la derecha en relacién a sus respectivos
controles; asimismo, podemos apreciar que en el caso de la curva de anillos SE la
maxima relajacion alcanzada es de alrededor del 60%, mientras que en los anillos CE

este valor es ligeramente menor al 90%.
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8.3.5.- Efecto de diversos Agentes Bloqueadores Especificos de los Canales de K*

en la Relajacién Inducida por la ACIDHPM 3

Tabla 12. Valores experimentales de pClsg ¥ Enax para ACIDHPM 3 en presencia

bloqueadores de canales de K* (K'y, K'r, K'atp ¥ K'ca).

BLOQUEADOR
CANAL DEK"

Control

Tratado

pClso

Emax (%)

pClso

Emax (%)

4-AP

Ba*?

CE

SE

CE

SE

Glibenclamida CE

TEA

SE

CE

SE

6.44 + 0.06 (4)"

6.74 £ 0.25 (4)

6.63 + 0.06 (3)

6.58 + 0.27 (4)

6.46 + 0.08 (3)

6.45 + 0.14 (5)

6.86 + 0.11 (4)

6.27 £ 0.24 (4)

110.55 + 1.73 (4)

103.15 + 4.45 (4)

99.78 + 1.35 (3)

101.31 £ 5.52 (4)

107.06 + 1.94 (3)

99.68 + 3.75 (5)

104.37 £ 2.02 (4)

104.92 + 7.33 (4)

5.94 + 0.03** (5)

5.07 + 0.32** (4)

6.95 + 0.12 (4)

6.29 + 0.40 (4)

6.45 + 0.12 (3)

6.11 £ 0.12 (4)

6.97 +0.09 (4)

6.63 £ 0.26 (3)

72.20 £ 2.61** (5)

85.50 + 1.03** (4)

98.90 + 1.89 (4)

104.06 + 10.13 (4)

111.11 £ 3.16 (3)

98.99 + 4.05 (4)

107.90 + 1.58 (4)

109.24 + 6.46 (3)

'Numero de experimentos (n), *P < 0.05, **P < 0.01, Diferencias significativas entre grupo control y grupo tratado
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En la Tabla 12 se reportan los valores de pClsy y Enmax de las curvas concentracion-
respuesta para la relajaciéon inducida por la ACIDHPM 3 en anillos CE y SE incubados en
presencia de diversos bloqueadores de los diferentes tipos de canal de K* expresados en
el musculo liso vascular. En el caso de Ba*?, Glibenclamida y TEA, los resultados
obtenidos no presentan diferencias significativas al compararlos con sus respectivos
controles. Por otro lado, los anillos CE y SE incubados con 4-AP nos proporcionaron

valores experimentales, tanto pClsy como E, .« que difieren con sus controles.

Gréafica 11. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

4-AP.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados
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Grafica 12. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE incubados con

4-AP.
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Las Graficas 11 y 12 muestran las curvas concentracion-respuesta de la relajacion
inducida por la ACIDHPM 3 en anillos CE y SE, respectivamente. En ambas graficas, las
curvas obtenidas de los anillos incubados con 4-AP estan desplazadas hacia la derecha
respecto a sus curvas control asimismo, podemos apreciar que existen diferencias
estadisticamente significativas a lo largo de todos los puntos que generan la trayectoria de

estas curvas.

Las curvas concentracion-respuesta obtenidas de la evaluacién farmacoldgica de
la ACIDHPM 3 en anillos previa incubacién en bloqueadores especificos Ba?

Glibenclamida y TEA de canales de K" se localizan en el Apéndice F.

80



9.- ANALISIS DE RESULTADOS

9.1.- Sintesis Quimica de los Compuestos 4-Aril sustituido 2-Cianoimino-3,4-

Dihidro-1H-Pirimidinas (ACIDHPMs)

Los resultados correspondientes a la caracterizacion de las ACIDHPMs 1-5
obtenidas mediante la sintesis multicomponente empleada, son congruentes con los
resultados reportados por Hulme, R. et al. para los compuestos obtenidos en el presente
trabajo (Tabla 8 y Apéndice A). Asimismo, los espectros de RMN de H' y C™* (Apéndice B)
y de EM (Apéndice C), nos proporcionaron evidencia suficiente de que los compuestos
sintetizados corresponden efectivamente a las entidades quimicas deseadas con nucleo

de ACIDHPM 1-5.

9.2.- Evaluacion Farmacologica de la Serie de ACIDHPMs 1-5

La investigacion preliminar de la actividad farmacolégica vasorrelajante de los
compuestos de interés ACIDHPM 1-5, en anillos adrticos de rata con endotelio intacto y
denudado, precontraidos con Phe (10° M), se basé en la construcciéon de las curvas
concentracion-respuesta (Gréaficas 1, 13-16). Los resultados derivados de este estudio
permiten establecer, por una parte, que todos los compuestos evaluados presentaron
actividad vasorrelajante, sin embargo, los valores de E...x ¥ pClsy determinados a partir de
estas curvas demuestran que la naturaleza quimica y la posicion de los sustituyentes

presentes en el grupo fenilo enlazado al C-4 del nucleo DHPM modulan, de manera
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importante, la potencia y la eficacia de estos compuestos, y por la otra que la relajacion
inducida por estos agentes es independiente de la presencia o ausencia de endotelio en
los anillos, a pesar de ligeras discrepancias que se observan [Wu, Lin, Lin, Shen, Chiang,
& Chen, 2001]. Finalmente, a la luz de estos resultados, se puede concluir que de la serie
de moléculas evaluadas el compuesto ACIDHPM 3 se presenta como el compuesto con
mejores propiedades en su accién vasorrelajante, al respecto es importante mencionar
que fue el compuesto con mayor eficacia como se demuestra en su respuesta maxima al

efecto vasodilatador (Tabla 8).

Es importante resaltar que los compuestos que presentaron mayor eficacia en su
actividad farmacolégica, poseen uno o mas atomos de Fluor en el anillo aromatico

(ACIDHPM 2, 3y 4), a diferencia de la ACIDHPM 5, la cual contiene un grupo -NO..

Asimismo, los valores obtenidos de pCls, los cuales nos proporcionan informacion
de la potencia de los compuestos, nos muestran que tanto los compuestos ACIDHPM 1y
ACIDHPM 3, presentaron las mayores potencias en su actividad farmacolégica. De igual
manera que en la eficacia, el sustituyente del anillo aromatico parece determinar la

potencia de los compuestos.

En el caso de la potencia, podemos observar que el orden de 6ptima actividad
difiere en relacion a la eficacia, en este sentido, el sustituyente que genera la mayor
potencia es el fenilo (ACIDHPM 1), recordando que la potencia de un farmaco esta
determinada por la afinidad del compuesto hacia el receptor, sin embargo a pesar de su
mayor afinidad, la respuesta maxima generada fue menor que el de la ACIDHPM 3. Por
tal motivo, se considerd apropiado estudiar el mecanismo de accion en la respuesta
vasorrelajante para el compuesto ACIDHPM 3.
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9.3.- Determinacién del mecanismo de accién de la ACIDHPM 3

Para determinar el mecanismo involucrado en la relajacion inducida por la
ACIDHPM 3 en musculo liso vascular, se procedid a realizar curvas concentracion-
respuesta en presencia de diversos agentes de accidon conocida, inhibidores de enzimas y
bloqueadores de receptores celulares, para anillos adrticos con endotelio o denudados de
éste. Asimismo, se realizaron protocolos, previamente reportados, para determinar si el
efecto de la ACIDHPM 3 esta mediado por la participacién de los canales de Ca* y K*

sensibles a voltaje.

9.3.1.- Importancia de los Factores Derivados del Endotelio en la Mediacion Celular

de la ACIDHPM 3

En las curvas concentracion-respuesta para la ACIDHPM 3 (Gréfica 1) podemos
apreciar que existen pequenas diferencias entre las respuestas generadas en anillos
intactos y denudados, sin embargo, los anillos denudados presentaron relajacién que nos
indica que el efecto generado por la ACIDHPM 3 es independiente de endotelio. Para
sustentar esta premisa se construyeron curvas concentracién-respuesta con inhibidores
enzimaticos Indometacina y L-NAME vy los bloqueadores Atropina y Bromfeniramina que

anulan los factores producidos por el endotelio vascular.

Al respecto, es bien conocido que el recubrimiento endotelial de las células lisas
musculares genera sustancias que modulan el tono del musculo liso subyacente (Figura
25). Estas sustancias pueden actuar con vasodilatadores o vasoconstrictores, en el caso
de las sustancias vasodilatadoras se conocen al 6xido nitrico (NO), antes denominado
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Factor Relajante Derivado de Endotelio, los Prostanoides y el Factor Hiperpolarizante

Derivado del Endotelio (FHDE).

El NO se libera del endotelio por activacion de enzimas de 6xido nitrico sintasa
(NOS) la cual cataliza el ultimo paso de conversién de la L-arginina a NO. La produccién
de NO se activa al elevarse los niveles de [Ca*z]i en las células endoteliales, esta
elevacién se produce debido a la activacidon de una amplia gama de receptores de las
células endoteliales, entre los que encontramos a los receptores a,-adrenérgicos, de

Histamina (H,) y de Vasopresina (V+).

Por estas razones, para determinar si el efecto relajante de la ACIDHPM 3 esta
mediado por el NO liberado de endotelio, se construyé la curva concentracion-respuesta
previa incubacion del tejido adrtico con L-NAME (10° M) [Gonzales, Carter, & Kanagy,
2000], un analogo sintético de la L-arginina que inhibe la enzima NOS. Los resultados de
las aortas incubadas con L-NAME y las controles nos muestran que la relajacion inducida
por la ACIDHPM 3 no involucra la activacion de la NOS y la consecuente produccion de
NO, ya que no hubo diferencia significativa en los valores de E...x y pClso (Tabla 9; Grafica
18). Unicamente se construyeron curvas en anillos CE, ya que la NOS no se encuentra

presente en las células musculares lisas.

Por su parte, para discernir si la relajacion producida por la ACIDHPM 3 esta
mediada por los efectos de los prostanoides vasodilatadores, y a su vez eliminar los
efectos de los vasoconstrictores, generados por la ciclooxigenasa (COX) en endotelio y en
célula muscular lisa se incubaron los tejidos con Indometacina (10° M), un potente
inhibidor de la COX in vitro [Gonzales, Carter, & Kanagy, 2000]. La COX se encarga de la
sintesis de prostanoides, los cuales regulan las respuestas vasculares. En el caso del
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endotelio vascular, la COX produce prostaciclina (PGl,) la cual produce relajacion en
musculo liso; las células endoteliales también sintetizan, mediante la COX,
prostaglandinas E, (PGE,) que son vasodilatadores directos. Asimismo, en la via sintética
de las anteriores prostaglandinas, se generan los intermediarios endoperéxidos PGG, y
PGH,, los cuales son factores vasoconstrictores generados en endotelio y que ejercen su
efecto contractil a través de los receptores de tromboxano (TP) en musculo liso vascular.
Igualmente se sabe que a nivel de miocito, el acido araquidénico intracelular participa
como un segundo mensajero en mecanismos involucrados en la contracciéon del musculo
liso vascular, ya que en la via metabdlica catalizada por COX, el acido araquidénico es
precursor de prostaglandinas y tromboxanos, los cuales son producidos en respuesta a
estimulos de naturaleza fisica o quimica, y que pueden modular el tono basal vascular

[Davis & Hill, 1999].

De los resultados experimentales obtenidos (Tabla 9) se puede concluir que la
relajacion provocada por el compuesto ACIDHPM 3 no esta mediada por los productos
vasodilatadores generados por la COX a nivel de endotelio, curva generada en anillos con
endotelio (Grafica 2) o a nivel de célula muscular lisa, curva generada en anillos sin

endotelio (Grafica 17).

Para determinar si la relajacién inducida por la ACIDHPM 3 estd mediada por la
activacion de los receptores muscarinicos (M3) en endotelio, se realizé la curva
concentracion-respuesta previa incubacion de los anillos durante 20 minutos con Atropina
(10® M), un antagonista no selectivo de los receptores muscarinicos (M) [Chen & Suzuki,
1989]. La activacion de los receptores muscarinicos a nivel arterial genera vasodilatacion,
lo anterior a consecuencia de que en las células del endotelio vascular la activacion de los
receptores muscarinicos (Ms) genera un incremento en la concentracion de [Ca*?];, con lo
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cual se induce una aumento de la Ca**-calmodulina y se activa la NOS para producir NO
que actua en las células musculares lisas. Asimismo, la activacién de los receptores
muscarinicos (M;) por agonistas, como Ach, induce vasorrelajacion, a pesar de la
inhibicién completa de la sintesis de NO. Esta vasorrelajacién se acompafia de una
alteracion en el potencial de membrana de las células del musculo liso vascular
generando una hiperpolarizacion dependiente de endotelio; estas respuestas
hiperpolarizacion-relajacion se deben la liberacién del FHDE, cuya identidad quimica es
aun incierta; sin embargo, se sabe que su sintesis esta condicionada a estimulos
generados por agonistas y que la hiperpolarizacién que provoca es generada por un

aumento de la conductancia del K* de la membrana, dando lugar a la vasorrelajacion.

En base a los resultados obtenidos para esta curva (Gréfica 20), se puede concluir
que la relajacion inducida por la ACIDHPM 3 no estd mediada por la activacion de los
receptores (Ms), como tampoco involucra la produccién de FHDE por activacion de este
receptor, ya que los valores de E..x Yy pClsy (Tabla 10) no presentan diferencias
significativas entre los grupos control y tratados con Atropina. Asimismo, las curvas
construidas bajo este mismo protocolo en anillos sin endotelio (Grafica 21), nos permite
descartar la participacién de los receptores M a nivel de célula muscular lisa en el proceso

de vasodilatacion, ya que tampoco se encontraron diferencias significativas (Tabla 10).

Para descartar la participacion de los receptores histaminérgicos H; de endotelio
en la vasorrelajacion generada por la ACIDHPM 3 se construyo la curva concentracion-
respuesta incubando previamente los anillos con Bromfeniramina (10° M), un potente
antagonista de los receptores histaminérgicos Hy. La activacion de los receptores H; de
endotelio por histamina producen vasodilatacién, lo anterior debido a que tal activacién
desencadena una serie de respuestas celulares del endotelio que resultan en la
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produccion de los tres factores relajantes: NO, PGI, y el FHDE. La sintesis de estos tres
factores relajantes producidos en endotelio, por activacién de los receptores de H;, esta
mediada por un aumento de la concentraciéon de [Ca*?];.. [Huang, Chu, Chen, & Jen, 2000].
Nuevamente, mediante este protocolo experimental se puede descartar la activacion de
los receptores H; en endotelio por la ACIDHPM 3 y, asimismo la produccion de los tres
distintos factores relajantes producidos por el endotelio vascular, ya que la curva
generada en anillos con endotelio (Grafica 22) no muestra diferencias significativas entre
los grupos control y tratado (Tabla 10). De igual forma, la curva generada en anillos sin
endotelio (Grafica 23), nos indica que tampoco el mecanismo de relajacion involucra los

receptores H, en miocitos vasculares.

Como se estableciéo desde un principio, los principales factores vasodilatadores
derivados en células endoteliales vasculares involucran el NO, los prostanoides (PGl y
PGE,) y el FHDE; sin embargo existe una cuarta sustancia el Péptido Natriurético tipo C
(PNC), el cual se libera en el endotelio y presenta efectos vasodilatadores. Este péptido

se genera en las células endoteliales por incremento de la [Ca*?]

en ellas y se libera hacia
las células musculares, en donde activa el Receptor del Péptido Natriurético B (RPN-B).
El RPN-B esta directamente ligado a la Guanilato Ciclasa particulada (GCp), distinta a su
isoforma soluble (GCs) [Rang, Dale, Ritter, & Moore, 2004]. La unién del PNC con el
RPN-B tiene como consecuencia la formacién de GMPc por activacién de la GCp
produciendo relajacion. Este mecanismo puede ser el que genere las diferencias entre la
relajacion inducida por la ACIDHPM 3 entre los anillos con endotelio y denudados de este
tejido; sin embargo, a la luz de los resultados obtenidos y analizados previamente se
puede establecer que la relajacién inducida por la ACIDHPM 3 es independiente del
endotelio vascular, ya que se inhibi6 la liberacién de factores, asi como la activacion de

diversos receptores endoteliales que conllevarian a la relajacién del musculo liso vascular.
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De igual manera, existe otro factor que pudo variar las respuestas entre los anillos
con endotelio y denudados de éste, la remocién mecanica del endotelio, la cual genera
dafio en la capa de células musculares adyacentes [Taylor, Southerton, Weston, & Baker,
1988], dando como resultado que éstas vacien su contenido, incluyendo la alta
concentracion de [K']; hacia las otras células circundantes, generando, de esta manera,
un aumento en la concentracion de [K'], con la consecuente despolarizacion de la
membrana [Chen & Suzuki, 1989]. Esta despolarizacién provoca un mayor flujo de Ca* al
interior de las células musculares al abrirse los canales de Ca*?, dando como resultado un
aumento en la [Ca*?] y generando una mayor contraccién de la célula de la inducida
Unicamente por la Phe (10° M), por lo cual se pueden obtener divergencias en la

respuesta vasorrelajante a la ACIDHPM 3.

9.3.2.- Inhibicion y Bloqueo de dianas Celulares en Musculo Liso Involucradas en la

Relajacién Muscular

Para evaluar si la ACIDHPM 3 induce relajacion mediante la activacion de la GCs,
los tejidos se incubaron con 10° M de ODQ, un inhibidor selectivo de esta enzima. El NO
activa la GCs al combinarse con su grupo hemo, la activacion de la GCs conlleva a un
aumento en la produccion de GMPc a partir de GTP (trifosfato de guanosina), el GMPc
activa a la proteinquinasa G (PKG) y en altas concentraciones puede activar la
proteinquinasa A (PKA); se sabe que la PKG es capaz de mimetizar las acciones de la
PKA, sin embargo el mecanismo por el cual genera vasorrelajacion es aun incierto.
Asimismo, el aumento del GMPc activa a la miosina fosfatasa, enzima encargada que
revierte el proceso de fosforilacion de la cadena ligera de miosina (CLM), favoreciendo la
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relajacion del musculo liso [Hennan & Diamond, 2001]. ElI BAY41-2272, una
pirazolopiridina, activa la GCs en un sitio independiente al del NO, por lo cual al poseer
cierta similitud estructural, decidimos evaluar si la ACIDHPM 3 inducia vasorrelajacién
activando esta via. No se realizé la curva en anillos CE, debido a que este tejido produce
NO al ser estimulado con Phe (10®) y podria interferir en los resultados obtenidos en esta

curva.

Los resultados de este estudio (Tabla 9), conducen a descartar que la ACIDHPM 3
active directamente la GCs, debido a que la curva obtenida en anillos sin endotelio

(Grafica 19) no muestran diferencia entre los grupos tratado y el control.

Por otra parte, para evaluar si la relajacion generada por la ACIDHPM 3 esta
mediada por la activacion de los receptores Bo-adrenérgicos presentes en las células del
musculo liso vascular, asi como en las células del endotelio vascular, se procedidé a
elaborar la curva concentracion-respuesta, previa incubacion de los anillos en presencia
del B-bloqueador Propranolol (10° M) [Gray & Marshall, 1992]. Los receptores PB.-
adrenérgicos, presentes en musculo liso vascular, al ser activados por algun agonista
provocan vasorrelajacion, esta relajacion estd mediada por la activacién de la adenilato
ciclasa (AC), enzima responsable de la generacion de AMPc (monofosfato de adenosina
3,5 ciclico) a partir de ATP; el AMPc, a su vez, se encarga de activar la proteinquinasa A
(PKA), ésta ultima encargada de fosforilar e inactivar a la quinasa de cadenas ligeras de
miosina (KCLM), impidiendo que se lleve a cabo la fosforilacién de la CLM necesaria para
la contraccion. Este proceso es el causante de la relajacion del musculo liso mediado por
los agonistas de los receptores [(-adrenérgicos; asimismo, se ha reportado que la
activacion de este tipo de receptores a nivel de endotelio es responsable de producir
vasorrelajacion en musculo liso de aorta de rata, ya que su activacién genera un
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incremento del AMPc, que induce la activacion de la NOS y produccion de NO para

producir relajacion en la célula del musculo liso vascular [Gray & Marshall, 1992].

A partir de los resultados obtenidos, tanto en anillos con endotelio y sin endotelio
(Tabla 10), podemos concluir que la relajacion inducida por la ACIDHPM 3 no esta
mediada por la activacion de los receptores B-adrenérgicos en musculo liso vascular
(Gréfica 25), como tampoco a nivel de endotelio (Grafica 24) ya que no encontramos
diferencias entre los grupos controles y tratados en ambos tejidos. En el caso de los
anillos CE, los resultados son congruentes con los andlisis previos, respecto a que la
ACIDHPM 3 no induce vasorrelajacion por la activacion de la produccion de NO por el

endotelio vascular.

Para evaluar la participacion de los canales de Ca*? sensibles a voltaje tipo L en la
relajacion inducida por la ACIDHPM 3 se construyd la curva concentracién-respuesta
después de incubar los anillos aérticos con Nifedipina (10° M), un antagonista de canales
de Ca*?, durante 20 minutos [Shum, Le, Jones, Gurney, & Sasaki, 2003]. Los antagonistas
del Ca*? impiden la difusién de este ion al interior de la célula a través del poro del canal
abierto al fijarse directamente en el canal, son inhibidores selectivos de los canales tipo L
de Ca*?, estos canales son los encargados principales de la entrada de Ca*? al interior de
las células musculares lisas. Al bloquear la entrada de Ca*? disminuye la concentracién de

[Ca*?; y se produce vasorrelajacion.

Con los datos obtenidos en las curvas generadas en anillos sin endotelio (Gréfica
4), podemos validar que la relajacion inducida por la ACIDHPM 3 involucra el bloqueo de
estos canales, ya que existen diferencias significativas entre los grupos control y tratado
respecto a su pClso (Tabla 10). Estos resultados nos indican que la Nifedipina, un potente
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antagonista de los canales de Ca*?, probablemente se une al mismo receptor que la
ACIDHPM 3. Esto es posible si recordamos que la ACIDHPM 3 contiene en su estructura
al grupo farmacoférico de la Nifedipina, el cual se une al canal de Ca*? y ejerce accién
bloqueadora en el canal [Rovnyak, et al., 1995]. Sin embargo, la inhibicion del efecto
vasorrelajante de la ACIDHPM 3, solo se ve afectada en cuanto a su potencia y no en
cuanto a la eficacia del compuesto, ya que los valores de E,,.x alcanzados al final de la
curva (Tabla 10) no generan diferencia con los valores de eficacia de obtenidos en los
controles (Gréfica 4). Lo anterior, se puede atribuir a que el bloqueo del canal de Ca*? por
Nifedipina conlleva por si mismo a una disminucion en la entrada de Ca*? con la

consecuente relajacion.

Oftro aspecto relevante, es que en los anillos con endotelio (Gréafica 3), las curvas
de los anillos controles y tratados no presentan diferencias significativas (Tabla 10). Esto
se puede explicar teniendo en cuenta que al incubar los anillos con endotelio en
Nifedipina se estimula la produccion de NO endotelial [Ding & Vaziri, 2000] igualmente se
incrementa la biodisponibilidad de NO mediante mecanismos antioxidantes [Berkels,
Egink, Marsen, Bartels, Roesen, & Klaus, 2001], en este sentido, podemos pensar que el
incremento de NO impacté en la relajacion de los anillos tratados y enmascaré la

ocupacion de los canales en los cuales actua la ACIDHPM 3.

9.3.3.- Efecto de la ACIDHPM 3 en la Respuesta Contréactil Inducida por una Alta

Concentracion de K* (80 mM) en una Solucion de Krebs libre de Ca*?

Para esclarecer la participacion de los canales de Ca*® sensibles al voltaje,
procedimos a realizar curvas concentracion-respuesta incubando los tejidos, tanto con
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endotelio como denudados, en soluciones libres de Ca*? y con alta concentracion de K*
(80 mM) (Krebs despolarizante) para después adicionar la ACIDHPM 3 a diferentes
concentraciones (10, 10° y 10 M) y finalmente producir contracciones con CaCl, (0.1 a
10.0 mM). Al realizar los lavados con la solucion de Krebs despolarizante eliminamos el
[Ca*?],, asimismo, aumentamos la concentracién de [K'], lo que generé despolarizacion
de la membrana celular, la cual a su vez activo los canales los canales de Ca*? del tipo L;
sin embargo, al eliminar el [Ca*?],, no hay flujo hacia el interior de la célula de este ion y

*2]. Una vez que al

no se genera contracciéon de la célula muscular por aumento del [Ca
realizar un lavado con Krebs despolarizante no se generd un aumento en la tension de los
anillos, se procedio a realizar la contraccion con CaCl,. Las contracciones generadas por
las adiciones acumulativas de Ca*? se deben a que en cada adicién se incrementa la
concentracién de [Ca*?), ya que el flujo hacia el interior de la célula ocurre debido a que
por la despolarizaciéon de la membrana, los canales de Ca* sensibles a voltaje
permanecen abiertos y permiten la entrada de Ca*’. Una vez realizada la curva sin
incubar los tejidos en ACIDHPM 3 (control), se procedioé a realizar el mismo protocolo,
incubando los tejidos en este compuesto. En el caso de las curvas generadas bajo la
incubacion de ACIDHPM 3 (10° M), las contracciones generadas por el CaCl,
disminuyeron significativamente, tanto en anillos con endotelio como en anillos denudados
(Graficas 5y 6). Estos resultados reflejan que el mecanismo de accién de la ACIDHPM 3
involucra la inhibicion de los canales de Ca*? de tipo L, lo cual esta en concordancia con el
estudio anterior, en el cual empleamos Nifedipina (10 M) como agente bloqueador de los

canales de Ca™, en los anillos denudados de endotelio Yy que observamos un

desplazamiento hacia la derecha en la curva concentracion-respuesta.

Al emplear concentraciones de 10 y 10* M de la ACIDHPM 3, observamos una
abolicion completa de la contraccion generada por la adicion de CaCl, (Gréficas 5 y 6).
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Este efecto nos proporciona evidencia importante de que la ACIDHPM 3 actda inhibiendo
la entrada de Ca™ a través de los canales de tipo L. Se ha reportado que la Nifedipina en
concentraciones similares (107 M) empleada bajo un protocolo parecido anula de manera
completa la contraccién a CaCl,, ya que no permite la entrada de Ca*? al interior de la
célula a través de los canales tipo L [Leung, Yao, Lau, Ko, Lu, & Huang, 2005].
Nuevamente, con estos resultados experimentales, podemos corroborar el bloqueo de los
canales de Ca™ tipo L por parte de la ACIDHPM 3, lo cual podemos explicar si
consideramos su estructura en la cual esta incorporado el grupo farmacoférico de las 1,4-

DHPs bloqueadoras de este tipo de canales.

9.3.4.- Relajacion Inducida por la ACIDHPM 3 en Aortas Precontraidas con K*.

Para determinar si el efecto vasorrelajante de la ACIDHPM 3 involucra la
participacion de los canales de K, se realizaron las curvas concentracion-respuesta,
empleando como agente contractil altas concentraciones de KCI (20 y 80 mM). Se sabe
que un aumento de la concentracion de K* extracelular [K*], provoca una contraccion en
las células musculares lisas vasculares mediante la despolarizacion de la membrana
celular, la cual a su vez activa los canales de Ca*? activados por voltaje, como los canales
de Ca*? del tipo L, permitiendo la entrada de Ca*?, lo que genera contraccién de la célula
muscular. Cuando se empleé KCI 20 mM como agente contractil podemos observar que
en los anillos denudados de endotelio, se observaron diferencias en la respuesta obtenida
en comparacion con los controles (Grafica 8), los cuales unicamente fueron contraidos
con Phe (10° M), sin embargo, al ajustar la curva a la ecuacién descrita en la
metodologia, no encontramos diferencias significativas en los valores de pClsy ¥y Enax
(Tabla 11). Asimismo, en las curvas obtenidas en presencia de endotelio y contraidas con
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la misma concentracion de KCI (20 mM), apreciamos que no existen diferencias en las
trayectorias de las mismas (Grafica 7). Podemos adjudicar este comportamiento en los
anillos con endotelio, debido a que el incremento de concentracion de [K'],, en rangos de
concentracion hasta 25 mM, puede estimular a las células endoteliales para que
produzcan sustancias vasodilatadoras, mecanismo que ha sido estudiado en arteria
femoral de canes [Lacy, Pilkington, Hanvesakul, Fish, Boyle, & Thurston, 2000]. Al
adicionar esta concentracion de K* de forma extraluminal, se especula que las
terminaciones de los nervios perivasculares pudieran producir algun mediador que actua
en endotelio y estimula la produccién de factores vasorrelajantes que ejercen su efecto en
el musculo liso [Rubanyi & Vanhoutte, 1988]. Asi, la actividad de los factores relajantes
por el endotelio en el musculo liso se adiciona a los ejercidos por la ACIDHPM 3, lo que
hace que no existan diferencias en las curvas de los anillos controles y tratados (Tabla
11), en discrepancia con los resultados observados en los anillos denudados del endotelio

vascular.

En el caso de las curvas generadas por los anillos estimulados con KCI 80 mM,
con endotelio como denudados, la relajacion inducida por la ACIDHPM 3 fue atenuada de
manera significativa. Los valores experimentales de pClsy y Enax (Tabla 11) de los grupos
tratados mostraron diferencia significativa con respecto a los controles. Asimismo, en la
trayectoria de las curvas generadas por la relajacion de la ACIDHPM 3 en aortas
contraidas con KCI 80 mM se aprecia la disminucion marcada del su efecto vasodilatador

(Graficas 9y 10).

De acuerdo con los resultados obtenidos por las curvas generadas por la
contraccién con KCI 20 y 80 mM, podemos establecer que la ACIDHPM 3 es un activador
de los canales de K, ya que los compuestos que relajan una arteria contraida por un
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pequefio incremento en la concentraciéon de [K'], (20 mM), pero que su efecto
vasorrelajante se ve afectado por la contraccion de las arterias con una alta concentracién
de [K'], (80 mM), pueden ser considerados como activadores del canal de K* [Nelson &
Quayle, 1995]. El hecho de que la ACIDHPM 3 tenga actividad sobre los canales de K* es
consistente con la estructura de este compuesto, ya que contiene al grupo N-
cianoguanidino, el cual lo podemos encontrar en farmacos activadores del canal de K*arp
como el pinacidilo y el P1075 [Lange, Loffler-Walz, Englert, Hambrock, Russ, & Quast,

2002]

9.3.5.- Efecto de Diversos Agentes Bloqueadores Especificos de los Canales de K*

en la Relajacién Inducida por la ACIDHPM 3

Una vez determinado que el efecto vasorrelajante de la ACIDHPM 3 esta mediado
por la activacion del canal de K', se procedid a realizar curvas en presencia de
bloqueadores especificos para los diversos tipos de canales de K* que se han identificado

en la membrana de las células de musculo liso arterial (K*y, K'r, K'atp ¥ K'ca).

Los canales de K" sensibles a voltaje (K*y) son activados por la despolarizacién de
la membrana, la cual puede ser inducida por la presurizacion o la accién de
vasoconstrictores, con el fin de atenuar esta despolarizaciéon. Para establecer si los
canales de K’y son activados por la ACIDHPM 3, se incubaron los tejidos con 4-AP a una
concentracién de 5 x 10 M, el cual es el bloqueador mas selectivo que se conoce para
este tipo de canales [Nelson & Quayle, 1995]. En las curvas obtenidas de los tejidos
tratados con endotelio y denudados (Graficas 11 y 12), podemos observar una marcada

disminucion del efecto vasorrelajante, ya se aprecia un desplazamiento de

95



aproximadamente 2 unidades logaritmicas hacia la derecha de las curvas de los tratados
respecto a sus controles, lo que nos indica diferencias en el pCls, lo cual comprobamos al
realizar el analisis estadistico para este parametro (Tabla 12); de igual manera el E.x se
encuentra disminuido respecto a los controles (Tabla 12). Estos resultados sugieren que

la ACIDHPM 3 ejerce su efecto relajante mediante activacion de los canales de K.

Los de K" rectificadores de entrada (K'r) son canales cuya funcién es regular el
potencial de accion en reposo de las células musculares lisas, previniendo la
hiperpolarizacion de la membrana a valores mas negativos que la Ex (-84 mV) y minimizar
la pérdida de K' celular [Nelson & Quayle, 1995]. Estos canales hacen pasar mas
facilmente corrientes de K* hacia el interior de la célula que hacia fuera en gradientes
idnicos fisiologicos, pero aumentan su conductancia a este idén con el incremento de [K'],
[Jackson, 2000]. Para descartar su participacion en el mecanismo mediado por la
ACIDHPM 3, se incubaron los anillos adrticos con Ba*? (10‘4 M), concentracion en la cual

este ion realiza un bloqueo selectivo de los canales K*r [Sobey, 2001].

Al analizar las curvas y parametros obtenidos de los anillos incubados en Ba*?,
resulta claro que la relajacion inducida por la ACIDHPM 3, no involucra los canales de
K'r, ya que las trayectorias obtenidas en los controles y los tratados son muy similares
(Graficas 26 y 27) y no hay diferencia significativa en los parametros E..x y pClso

obtenidos de ellas (Tabla 12).

Por su parte, los canales de K* sensibles a ATP (K'arp) son canales que pueden
cerrarse por accion del ATP intracelular, por lo cual en condiciones normales fisiolégicas,
su apertura es poco probable [Sobey, 2001], asimismo, estos canales responden a
cambios en el estado del metabolismo celular, asi como a ciertos vasodilatadores
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endogenos [Nelson & Quayle, 1995]. La mayoria de los farmacos conocidos como
activadores del canal de K* tienen su sitio de accion en los canales de K'arp (minoxidilo,

pinacidilo, cromakalim, nicorandil).

Para evaluar si la ACIDHPM 3 media su actividad a través de este mismo
mecanismo, los anillos se incubaron con Glibenclamida (10° M), una sulfonilurea que
inhibe completamente las corrientes de K generadas por el canal de K*arp. Apartir de los
resultados obtenidos, se concluye que el efecto activador de la ACIDHPM 3 en canales de
K" no involucra a la activacion del canal de K'arp, ya que en la curvas generada en anillos
con y sin endotelio (Graficas 28 y 29) la trayectoria y parametros obtenidos a partir de ella

(Tabla 12), no se presentaron diferencias significativas.

Los canales de K* activados por Ca*? (K*c,) son canales que pueden activarse por
el [Ca*¥; o por la despolarizacién de la membrana, es decir, por el voltaje. Para discernir si
estos canales median la relajacion inducida por la ACIDHPM 3, incubamos los tejidos con
TEA (10 M), considerando que a esta concentracién el TEA realiza un bloqueo selectivo
para los canales de K'c, sin bloquear los otros canales de potasio (K'y, K'r, K'arp)
[Sobey, 2001]. Del analisis de las curvas obtenidas bajo este protocolo (Graficas 30 y 31)
se deduce que las curvas de los grupos controles y tratados no presentan diferencias en
ningun punto de las trayectorias, asi como los valores de E,.x Y pClso no presentan
diferencias significativas (Tabla 12), lo cual nos confirma que los K*c, no intervienen en el

mecanismo de relajacion inducida por la ACIDHPM 3.

Una vez analizados los datos de las curvas obtenidas en presencia de los
bloqueadores de los diversos tipos de canales de K*, se puede concluir que la ACIDHPM

3 actua mediante la activacion de los canales de K*y. En principio se pudo haber sugerido
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que la activacion de canales de K* por parte de este compuesto estaria mediada por los
canales de K'arp, ya que, la ACIDHPM 3 posee en su estructura el fragmento N-
cianoguanidino, el cual esta presente en la estructura de farmacos que actdan a nivel e
este canal como el pinacidilo y el P1075 [Lange, Loffler-Walz, Englert, Hambrock, Russ, &
Quast, 2002]. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que el efecto vasorrelajante esta
mediado por los canales de K'y. A este respecto, podemos suponer que la activacion de
los K'y no estd mediada necesariamente el grupo farmacoférico N-cianoguanidino, sino
por el segmento de la estructura del anillo DHPM similar a las 1,4-DHPs, ya que se sabe
que algunas 1,4-DHPs como la Nifedipina y la Nicardipina son capaces de realizar
bloqueos sobre los canales de K*y [Gutman, et al., 2005], asimismo el BAY 8644 también
es capaz de bloquear corrientes de K*y 4.3 [Hatano, Ohya, Giles, & Imaizumi, 2003]. Sin
embargo todos estos compuestos presentan actividad bloqueadora en este tipo de
canales, lo que nos lleva al razonamiento de que la union a los K*y, estd mediada por la
estructura similar a la Nifedipina, pero que parte de la estructura de la ACIDHPM 3,
probablemente la comprendida por el N-cianoguanidino, de alguna manera se involucra

en la union con los receptores activadores de los canales K.

Es importante sefalar, que de acuerdo a los resultados y analisis previamente
descritos, estamos en presencia de un compuesto con un perfil farmacoldgico dual y
aditivo como vasorrelajante, ya que ejerce efectos como bloqueador de los canales de
Ca de tipo L y activador de los canales de K*,. Asimismo, debemos recordar que en la
fisiologia de la célula muscular, la activacion de los canales de K* y, por tanto, la salida de
este ion, genera una hiperpolarizacién de la membrana celular, lo que genera que los
canales de Ca*? tipo L se cierren y se inhiba la entrada de Ca*? a la célula, generandose
asi la relajacion celular [Rang, Dale, Ritter, & Moore, 2004]. Por lo que la misma
activacion de los canales de K*y puede generar el cierre de los canales de Ca* tipo L,
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pero ademas, la ACIDHPM 3 bloquea directamente este canal, lo cual fue confirmado con
las curvas concentracion-respuesta a CaCl, obtenidas en Krebs despolarizante e
incubacion a diversas concentraciones de la ACIDHPM 3, ya que este protocolo se ha
empleado especificamente para discernir si un farmaco es bloqueador del canal de Ca*?
de tipo L [Wu, Lin, Lin, Shen, Chiang, & Chen, 2001]. Asimismo, los resultados obtenidos
colocan a la ACIDHPM 3 como un nuevo farmaco cabeza de serie en la investigacion de
compuestos que activen los K’y debido a los escasos compuestos con tal perfil
farmacologico. De igual manera, resulta conveniente realizar estudios de electrofisiologia
para determinar la variacion en las corrientes de Ca*® y K*, generadas en la relajacion
inducida por la ACIDHPM, para esclarecer con mayor precision el mecanismo de accion

involucrado en tal efecto.

Finalmente, el futuro estudio de las ACIDHPMs como agentes vasorrelajantes
mediante la activacion de los K*y, debe contemplar el discernimiento de la familia de este
tipo de canales de K involucrada en este proceso. Asimismo, resulta atractiva la sintesis
enantioselectiva, debido que las ACIDHPMs exhiben en su estructura un centro
estereogénico (Figura 33), para posteriormente, evaluar cual de sus enantiomeros (R/S)
presenta la mayor potencia en la bioactividad relajante o, por otra parte, establecer si uno
de sus enantiomeros genera la activacion, mientras que el otro genere el bloqueo de

estas dianas celulares.

Figura 33. Centro estereogénico de las ACIDHPMs; mediante la sintesis enantioselectiva

se pueden generar moléculas vasorrelajantes de mayor potencia.
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10.- CONCLUSIONES

1. Se logro sintetizar compuestos con nucleo de ACIDHPM mediante una sintesis
multicomponente, asimismo, se comprobd la identidad quimica de estas moléculas

generadas en virtud de los resultados obtenidos en su caracterizacion.

2. Mediante los estudios de érgano aislado, para lo cual se emplearon anillos de
aorta previamente precontraidos, se comprobé que las ACIDHPMs 1-5 presentas

propiedades farmacolégicas como agentes vasorrelajantes.

3. Se encontré que la ACIDHPM 3 ejerce su efecto vasorrelajante mediante dos
mecanismos diferentes que generan relajacion, el bloqueo de los canales de Ca*?
tipo L, asi como la activacion de los canales de K*y sensibles a voltaje. Este ultimo
mecanismo, coloca a la ACIDHPM 3 como un compuesto innovador en el area de

los farmacos activadores de los canales de K".
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Datos Espectroscoépicos de las ACIDHPMs 1-5

2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-fenil-3,4-dihidro-1H-
pirimidina (ACIDHPM 1): RMN H* (300 MHz; DMSO-dg/TMS): &
EtO NH 1.09 (t, J=7.0 Hz, 3H), 2.30 (s, 3H), 4.01 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 5.25

Ve | N)\N/CN (s, 1H), 7.23-7.40 (m, 5H), 9.14 (s, 1H), 10.16 (s, 1H); RMN C*3
H

(75 MHz, DMSO-d¢/TMS): & 14.0, 17.3, 53.2, 59.7, 101.2, 116.5,
126.4, 127.9, 128.7, 143.2, 146.0, 154.8, 164.7; IR (KBr) 1641 (C=N), 1679 (C=0), 2174
(C=N), NH (3297) cm™; EM m/z 284; HRMS (IE, 70 eV): Encontrado 284.1282; Calculado

para C15H1602N4: 284.1273.

F 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-fluorofenil)-3,4-

o dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 2): RMN H* (300 MHz, DMSO-

£O NH de/TMS): 5 1.08 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.30 (s, 3H), 4.10 (q, J = 7.2
Me | )\N/CN Hz, 2H), 5.27 (s,1H), 7.19 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.57(d, J = 8.0 Hz,

H
2H), 9.33 (bs, 2H); RMN C™ (75 MHz, DMSO-ds/TMS): 5 14.0,

17.3, 52.8, 59.8, 100.5, 113.3 (2JCF = 21.6 Hz ), 114.7 (2JCF = 20.4 Hz), 116.3, 122.4,
130.8 (3JCF = 7.9 Hz ), 145.9, 146.7, 154.7, 163. 7 (1JCF= 275.0 Hz), 164.5; IR (KBr)
1641 (C=N), 1679 (C=0), 2174 (C=N), NH (3297) cm™; EM m/z 302; HRMS (IE, 70 eV):

Encontrado 302.1197; Calculado para C;5H50,N4F: 302.1179.
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2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-trifluorometilfenil)-

. . 34-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 3): RMN H' (300 MHz,
3

o " DMSO-dg/TMS): 5 0.91 (t, J = 7.2 Hz), 2.38 (s, 3H,), 3.89 (q, J =

| N)\N/CN 7.2 Hz, 2H), 5.70 (s, 1H), 7.46-7.58 (m, 2H), 7.66-7.76 (m, 2H),
H

Me
8.61 (s, 1H), 10.28 (s, 1H); RMN C™ (75 MHz, DMSO-ds/TMS): &

13.6, 17.8, 50.7, 60.5 101.4, 115.2, 124.2 (\Jgr = 272.1 Hz), 126.5 (}Jcr = 5.7 Hz), 127.1
(e = 30.6 Hz), 128.3, 128.9, 133.3, 139.2, 145.5, 154.2, 164.0; IR (KBr) 1641 (C=N),
1679 (C=0), 2174 (C=N), NH (3297) cm™; EM m/z 352; HRMS (IE, 70 eV): Encontrado

352.1 140, Calculado para C16H1502N4F3: 352.1147.

CF, 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-trifluorometilfenil)-

o 3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 4): RMN H' (300 MHz,
£O NH DMSO-dg/TMS): d 1.05(t, J = 7.0 Hz, 3H), 2.32 (s, 3H,), 3.99 (q, J
Me | \N/CN = 7.0, 2H), 5.35 (s, 1H), 7.50-7.71 (m, 4H), 9.22 (bs, 1H), 10.15

Ir=

(bs, 1H); RMN C* (75 MHz, DMSO-ds/TMS): & 13.8, 17.3, 53.1,
59.8, 100.3, 116.2, 123.5 (*Jcr = 4.5 Hz), 124.1 (3Jcr = 3.45 Hz), 129.0 (*Jcr = 31.7 Hz),
130.1, 130.4, 144.5, 146.8, 154.6, 164.4; IR (KBr) 1641 (C=N), 1679 (C=0), 2174 (C=N),
(3297) cm™; EM m/z 352; HRMS (IE, 70 eV): Encontrado 352.1134; Calculado para

C16H1502N4F3: 352.1147.
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o,N 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-difluorometoxi-5-
nitrofenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 5): RMN H*
0] OCHF,

- " (300 MHz, DMSO-dg/TMS): 5 1.02 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 2.27 (s,

)\N/CN 3H,), 3.91 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 5.59 (s, 1H), 7.43 (d, J = 9.0 Hz,

" 1H), 7.50 (dd, 2Jue = 73.5, 72.9 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 3.0 Hz, 1H),
8.29 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H), 8.97 (bs, 1H), 10.28 (bs, 1H); RMN C** (75 MHz, DMSO-
de/TMS): & 13.6, 17.1, 51.1, 59.5, 97.7, 115.7 (t, "Jcr = 257.3 Hz), 116.1, 117.0, 125.2,
125.9, 133.6, 143.1, 147.2, 153.9, 154.1, 164.1; IR (KBr) 1641 (C=N), 1679 (C=0), 2174
(C=N), (3297) cm™; EM m/z 395; HRMS (IE, 70 eV): Encontrado 395.1041; Calculado para

C16H15O5N5F2: 395.1041.
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Espectro 1. Espectro de RMN H' a 300 MHz en DMSO-ds/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-fenil-3, 4-

dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 1).
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Espectro 2. Espectro de RMN C™ a 75 MHz en DMSO-d¢/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-fenil-3, 4-

dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 1).
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Espectro 3. Espectro DEPT del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-fenil-3, 4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 1).
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Espectro 4. Espectro de RMN H' a 300 MHz en DMSO-d¢/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-fluorofenil)-

3, 4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 2).
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Espectro 5. Espectro de RMN C'™ a 75 MHz en DMSO-ds/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-fluorofenil)-
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Espectro 6. Espectro DEPT del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-fluorofenil)-3, 4-dihidro-1H-pirimidina

(ACIDHPM 2).
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Espectro 7. Espectro de RMN H' a 300 MHz en DMSO-d¢/TMS

trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 3).
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Espectro 8. Espectro de RMN C™ a 75 MHz en DMSO-ds/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-

trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 3).
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Espectro 9. Espectro DEPT del

compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina

(ACIDHPM 3).
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Espectro 10. Espectro de RMN H' a 300 MHz en DMSO-d¢/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-

trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 4).
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Espectro 11. Espectro de RMN C"™ a 75 MHz en DMSO-dy/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-

trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 4).
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Espectro 12. Espectro DEPT del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina

(ACIDHPM 4).
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Espectro 13. Espectro de RMN H' a 300 MHz en DMSO-ds/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-

difluorometoxi-5-nitrofenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 5).
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Espectro 14. Espectro de RMN C"™ a 75 MHz en DMSO-dy/TMS del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-

difluorometoxi-5-nitrofenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 5).
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Espectro 15. Espectro DEPT del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-difluorometoxi-5-nitrofenil)-3,4-dihidro-1H-

pirimidina (ACIDHPM 5).
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14.- APENDICE C
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Espectro 16. Espectro de Masas obtenido por IE del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-fenil-3,4-dihidro-1H-pirimidina

(ACIDHPM 1).
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Espectro 17. Espectro de Masas obtenido por IE del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-fluorofenil)-3,4-dihidro-1H-

pirimidina (ACIDHPM 2). F
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Espectro 18. Espectro de Masas obtenido por IE del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-trifluorometilfenil)-3,4-

dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 3).
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Espectro 19. Espectro de Masas obtenido por IE del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-trifluorometilfenil)-3,4-

dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 4).

207
100 — SE
323
9g - 1 0]
EtO | NH
80 - | )\ CN
Me” N7 N7
H

70 -

1 PM = 352.1147 g
8@ -
58—

40 173
279 Y
39 |
] |
20 + 307 ‘
161 2/8\
19 £2 : 7 252
, 134 145 197 297
by 52 94 et iy ‘ ! R 1 j ’
. ! | 2 : : . e If \‘ ol ‘
9 il m[]|‘.\1.m) li“w.l,wlmdu \\Hl\M.H‘.\Inie‘.h.hh‘lm;ll’\h.;i!t\‘n i H“l‘l\:}‘.m h!lu\l[i’\h\l\l i ‘wrlml \1m|m 'll‘\ gttt o i ‘hh.:h..\m. Wi 15\‘111““..\“[ \‘M‘:i |1 st il e \‘ fils,
T i T T \ T i T T T T T T T \ T \ T T T T t \ f : t T \ ‘ ‘

48 60 80 188 1208 140 160 180 280 228 240 260 280 300 320 340 360

m/z

129



Espectro 20. Espectro de Masas obtenido por |[E del compuesto 2-cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-difluorometoxi-5-nitrofenil)-

3,4-dihidro-1H-pirimidina (ACIDHPM 5).
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Gréfica 13. Curvas concentracion-respuesta de la relajacién inducida por ACIDHPM 1.
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Gréfica 14. Curvas concentracion-respuesta de la relajacion inducida por ACIDHPM 2.
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Gréfica 15. Curvas concentracion-respuesta de la relajacién inducida por ACIDHPM 4.
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Gréfica 16. Curvas concentracion-respuesta de la relajacion inducida por ACIDHPM 5.
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Grafica 17. Curva

Indometacina.
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Gréfica 18. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

L-NAME.
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Grafica 19. Curva

obDAQ.
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Grafica 20. Curva

Atropina.
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Gréfica 21. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE incubados con
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Gréfica 22. Curva concentracién-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

Bromfeniramina.
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Gréfica 23. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE incubados con

Bromfeniramina.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados
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Gréfica 24. Curva concentracién-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

Propranolol.
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Gréfica 25. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE incubados con

Propranolol.
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Gréfica 26. Curva concentracién-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

Bario.
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Gréfica 27. Curva concentraciéon-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

Bario.
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*P < 0.05 Diferencias significativas entre anillos control y tratados

142



Gréfica 28. Curva concentracién-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

Glibenclamida.
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Gréfica 29. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE incubados con

Glibenclamida.
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Gréfica 30. Curva concentracién-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos CE incubados con

TEA.
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Gréfica 31. Curva concentracion-respuesta a ACIDHPM 3 en anillos SE incubados con

TEA.
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