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EVALUACION FARMACOLOGICA DE NUEVOS COMPUESTOS CON
ESTRUCTURA DE 4-ARIL SUSTITUIDO-2-CIANOIMINO-3,4-DIHIDRO-1H-
PIRIMIDINAS EN EL CORAZON DE RATA

José Luis Salgado Calderon

Facultad de Estudios Superiores Cuautitian Campo 1 Av. 1° de mayo, s/n. Cuautitlan

Izcalli, Edo de México.

1. RESUMEN

La quimica medicinal busca disefiar, sintetizar y evaluar el estudio de nuevos
farmacos vasorrelajantes con propiedades farmacodindmicas y farmacocinéticas
mejoradas, como la creacion de un compuesto hibrido de nifedipina y pinacidilo, el
resultado son compuestos de la clase de 4-arilsustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-
pirimidinas (ACIDPMs), como nuevos agentes vasorelajantes con actividad ionoférica
sobre canales de Calcio (Ca*?) y/o Potasio (K*), respectivamente. Particularmente se
buscé discernir si los ACIDPMs, considerando la naturaleza quimica de los fragmentos
farmacoféricos incorporados en su estructura molecular, modulan canales de Ca** tipo
L o si presentan alguna especificidad sobre algun tipo de canal de K™, e.g. Karp, Kca
Kir, Ky. Para cumplir con los objetivos planteados, de manera preliminar, se llevd a
cabo la sintesis de los compuestos antes mencionados asi como su identificacion con
métodos espectroscopicos (EM, IR, RMN). Una vez obtenidos y caracterizados se
llevd a cabo la evaluacion farmacologica, y asi saber su posible actividad
vasorrelajante (Particularizar) mediante el modelo experimental de organo aislado, el
sistema de Langendorff, midiendo la presion de perfucion coronaria y la fuerza de
contraccidn, saber cual tenia mayor potencia para posteriormente discernir el probable
mecanismo de mediacion celular usando como herramientas farmacoldgicas el
bloqueo o activacién selectivo con diversos farmacos con mecanismos de modulacion
conocidas, e.g. Atropina, bromferinamina, Propanolol, 4-Aminopiridina, BaCl,,
Glibenclamida, Tetraetilamonio (TEA), etc con el propdsito de encontrar una nueva
alternativa estructural en la investigacion de nuevos compuestos con actividad
selectiva sobre los canales de K*, de utilidad terapéutica, o bien, como herramienta
farmacologica; su importancia se puede atribuir a que actualmente se conocen muy

pocos agentes quimicos que presentan este perfil farmacolégico.
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Actualmente en México las enfermedades cardiovasculares, constituyen, una de
las principales causas de mortalidad, cuya aparicién puede ser favorecida por diversos
factores, tales como una alimentacién rica en lipidos y colesterol, tabaquismo,

diabetes, ademas del estrés con que se vive en las grandes ciudades, entre otros.

Dentro de las enfermedades cardiovasculares, se encuentra la hipertension arterial
(HTA), ésta es uno de los principales problemas de salud en la poblacién mexicana. Al
respecto, la mas reciente Encuesta Nacional de Salud sefiala que aproximadamente
30% de los adultos mayores de 20 afios padecen de algun grado de hipertension
arterial; aproximadamente del 90 al 95% de las personas con esta enfermedad
padecen HTA primaria (idiopatica), mientras que entre el 5y el 10% del total de los
hipertensos padecen HTA de tipo secundaria [1,2], provocando complicaciones
cardiacas, ya que genera aumento del trabajo contractil del corazon, produciendo una
elevacion en la presién arterial, que puede ser dafino para los vasos sanguineos por
la presion excesiva, asi como también, hipertrofia (aumento de tamafio de las fibras
musculares) del ventriculo izquierdo [3]. El control de dichas enfermedades puede ser
con farmacos estructuralmente diversos tales como bloqueadores de canales de Ca*?
y K7, representados por la nifedipina y el pinacidilo respectivamente, que se utilizan

como vasodilatadores arteriolares.

Por ello, en este proyecto se decidié6 trabajar con nuevos compuestos
guimicamente estables con estructura de 4-arilsustituido-2-sustituidoimino-3,4-dihidro-
1H-pirimidinas (ACIDPMs), que combinan los fragmentos farmacoféricos de dos de los
farmacos vasorrelajantes mas ampliamente usados en la clinica como son la
Nifedipina (un modulador de canales de Ca*? tipo L) y el Pinacidilo (un activador de
canales de Karp'™); se estima que estos nuevos compuestos podran presentar una
mayor potencia o eficacia como nuevos agentes relajantes, moduladores de los
canales de K y Ca**; o mejor aln, actuaran de manera sinérgica, para disponer de

mejores agentes con propiedades vasorrelajantes.
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Los compuestos sintetizados y evaluados farmacolégicamente son:

0 CF,4 0 NO, o) CF,4
EtO ‘ NH o ‘ NH EtO 7 ,
CN CN
K A A
H H H H
ACIDPM 1 ACIDPM 2 ACIDPM 3
NO,
MeO,C CO,Me
Me N Me
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Nifedipina
N7~ |
N NH
CN
”Q/
Pinacidilo
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3.1 SISTEMA CARDIOVASCULAR

El sistema cardiovascular, es uno de los principales sistemas coordinados e
integrados del cuerpo humano. El sistema circulatorio sirve para transportar y distribuir
sustancias esenciales a los tejidos y remover los productos del metabolismo, también
lleva a cabo mecanismos homeostéticos tales como la regulacién de la temperatura
corporal, comunicacion humoral a través del cuerpo y se ajusta a las necesidades de

oxigeno y nutrientes en diferentes estados fisiolégicos (Figura 1).

El corazén se compone de cuatro cavidades: dos superiores (auriculas) y dos
inferiores  (ventriculos), las auriculas que actian como bombas llenando los
ventriculos, y éstos expulsan la sangre del corazén, hacia los pulmones, del lado
derecho (circulacibn menor) y hacia el organismo, del lado izquierdo (circulacion

mayor) [4,5] Figura 2.

Arteria Cardtida

Vena Yugular Arteria Pulmonar

Vena
Iliaca

Femoral

Arteria Tibial

anterior anterior

Vena peronea
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Figura 2.- Estructura del corazén y curso del flujo sanguineo a través de las camaras cardiacas

[9].

La principal accion que ejecuta el corazon es la contraccion, esto es llevado a
cabo por la proliferacion de impulsos eléctricos ritmicos, que ocasionan el latido
cardiaco, este sistema estd formado por: el nddulo sinoauricular, el nddulo
atrioventricular, el haz de His y las fibras de Purkinje [6]. La conduccion de los
impulsos eléctricos en el corazén, se inician en el nodo sinoatrial (contraccion de las
auriculas), y se propaga a través del haz de His por las fibras de Purkinje, hasta los
musculos papilares y los ventriculos, produciendo una contraccidon ventricular. La
actividad del corazén consiste en la alternancia sucesiva de un movimiento de

contraccion, llamado sistole, y de uno de relajacion, denominado diastole.

El ciclo completo, tiene una duracion aproximada 0.8 segundos, éste se divide
en tres periodos, el primero donde se contraen las auriculas, el segundo, donde se
produce la contraccion de los ventriculos y el tercero donde tanto las auriculas y los

ventriculos se relajan [7].
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3.1.1 Estructura Cardiaca

Existen dos estructuras principales que se distinguen en el corazon, el
pericardio que es una estructura que envuelve al corazén, y la segunda, que esta
formada en tres capas: epicardio, miocardio y endocardio, es una capa celular, que
recubre internamente toda la superficie cardiaca (figura 3).

Trabéculas
musculares

ENDOCARDIO

MIOCARDIO

EPICARDIO

PERICARDIO

Figura 3.- Capas del corazon [10].

El pericardio, esta formado por tejido conectivo fibroso y tejido conectivo seroso
permite el mantenimiento de una porcion fija cardiaca. El epicardio es una capa de
tejido seroso y entre éste y el pericardio circula el liquido pericardico, formando la
cavidad pericardica, que sirve para amortiguar los movimientos del corazon, la
siguiente capa es el miocardio, es la capa mas gruesa del corazon, El miocardio esta
compuesto de células o fibras musculares estriadas que se separan entre si por medio
de una modificaciébn de sarcolema o membrana celular. La intima interconexién de
unas células con otras, asi como la buena conductibilidad eléctrica y transmision de
fuerzas a través de los puntos de contacto, hace que pueda considerarse al miocardio

como un sincitio funcional (Figura 4).
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Figura 4.- Células de musculo cardiaco [10].

La fibra muscular contiene una serie de miofibrillas dispuestas paralelamente,
cada una de las cuales ocupa toda la longitud celular y estan formadas por unidades
estructurales o sarcémeros que se repiten en serie, dando a la célula una apariencia
estriada. El resto del protoplasma que se encuentra entre las miofibrillas contiene un

ndcleo, numerosas mitocondrias y un sistema tubular o reticulo sarcoplasmico.

El sarcomero o unidad contractil, esta compuesto por dos clases de filamentos
proteicos, unos delgados formados por agregados de actina y otros mas gruesos de
miosina. Los filamentos actinicos quedan fijados a unas bandas obscuras (bandas Z)
que delimitan el sarcémero. La troponina es una tercera proteina que esta unida al
filamento de la actina y que inhibe el que la miosina conecte con la actina durante la

fase de relajaciébn miocardica.

El reticulo sarcoplasmico es un sistema tdbulo membranoso con dos
componentes, uno longitudinal aplicado a la superficie del sarcomero y otro
transversal formado por invaginacion del sarcolema o membrana celular y que rodea
las miofobrillas a nivel de las bandas Z. Ambos componentes no se comunican, pero

se contactan en ciertos puntos (cisternas) [8-11].
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3.1.2 Vdlvulas cardiacas

Existen 2 valvulas que permiten el paso de las sangre de las auriculas, hacia
los ventriculos, del lado derecho se localiza la valvula tricaspide y del lado izquierdo la
bicuspide o mitral, que se abren y se cierran dependiendo del ciclo cardiaco, Diastole
es la fase de llenado de las cavidades en las cuales las valvulas permanecen abiertas,
y en Sistole las vélvulas permanecen cerradas [9,10]. (Figura 5).

Diastole

Figura 5.- Valvulas cardiacas [9].

3.1.3 Sistema especializado de conduccion

Los musculos cardiacos especializados ubicados en las paredes del corazén
envian sefiales al muasculo cardiaco hacen que se contraiga. Los componentes
principales del sistema de conduccion cardiaca son el nodo SA, el nodo AV, el haz de
His, la ramificacion de fasciculos y las fibras de Purkinje (Figura 6). El nodo SA
(marcapasos anatomico) inicia la secuencia causando que los musculos auriculares se
contraigan. De ahi, la sefial pasa al nodo AV, a través del haz de His, hacia abajo por
la ramificacion de fasciculos y a través de las fibras Purkinje, lo que causa que los
ventriculos se contraigan. La sefal crea una corriente eléctrica que puede ser
observada en un grafico llamado electrocardiograma (EKG o ECG). Los médicos
pueden usar un ECG para monitorear la actividad eléctrica del sistema de conduccion

cardiaca [13]. (Figura 6).



Salgado Calderén José Luis == (

UNAM
CUAUTITLAN

Figura 6.- Sistema Conductor del Corazon y Correlacion con el ECG [10].

Las células cardiacas deben su excitabilidad eléctrica a canales de la
membrana plasmatica sensibles al voltaje y selectivos para diversos iones, como Na®,
K"y Ca** [12].

3.1.4 Canales iénicos

Los canales i6nicos pertenecen a una familia de proteinas que forman taneles
macromoleculares a través de la membrana plasmatica y que se encargan de controlar
el flujo de particulas cargadas eléctricamente (iones) hacia el interior o el exterior de
las células. Estas proteinas tan especializadas conducen los iones de una manera
predecible y extremadamente eficiente (hasta 10° iones por segundo). El flujo iénico
gue se genera por la actividad de los canales crea corrientes eléctricas minasculas (en
el orden de 10" a 10™ amperios por canal) suficientes como para producir cambios
rapidos en el voltaje transmembranal, es decir el potencial eléctrico entre el interior y el
exterior celular. En virtud de que los iones de Na' y Ca? se encuentran a
concentraciones mayores en el espacio extracelular que en el interior de las células, la
apertura de los canales i6nicos selectivos a Na* o Ca?* causa que estos cationes
entren a la célula y despolaricen la membrana plasmética. En contraste, cuando los
iones de K" salen o los iones CI entran a la célula a través de canales abiertos, el

interior celular se vuelve negativo o hiperpolarizado.

11
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Los canales i6nicos pueden estar abiertos o cerrados. El proceso de transicion
del estado abierto al estado cerrado (y viceversa) se conoce como gating. Algunos
canales se abren o cierran aleatoriamente sin importar el valor del potencial
membranal y se dice que su gating es independiente de voltaje. En contraste, otros
canales estan normalmente cerrados, pero su probabilidad de apertura puede
incrementarse de manera sustancial por cambios ocurridos en el potencial de
membrana (canales ionicos sensibles a voltaje); por interacciones especificas con
ligandos extracelulares o intracelulares (canales activados por ligandos), o por
estimulos fisicos (mecanorreceptores y canales sensibles al calor). Cuando un canal
ibnico se abre, los iones permeantes son capaces de moverse a través de él y la
direccién en que se mueven, tal y como se mencioné anteriormente, esta determinada
por el gradiente electroquimico que representa la suma del gradiente quimico a través
de la membrana plasmatica y el campo eléctrico que experimenta el ion. A
continuacién nos enfocaremos principalmente en los canales selectivos para cationes
K* y Ca?* [21,22].

Los canales de Ca* y K*, son una familia de proteina de membrana de amplia
distribucidbn y son receptores terapéuticos prometedores. Su anomalia provoca
cambios importantes en los procesos fisiolégicos incluyendo la sefializacion neuronal,
contractiidad del muasculo vascular, proliferacion celular, liberacion de
neurotransmisores y secrecion de insulina. De aqui que los agentes sintéticos que
restablezcan las condiciones fisiologicas normales de la célula via modulacion
selectiva de estos canales ofreceran una potencial realista de terapias clara para estas
condiciones patofisiolégicas. La promesa de nuevos métodos terapéuticos mejorados
acelera el proceso de identificacion de nuevas moléculas o farmacdéforos con potencial

farmacoldgico unico [10,12].
3.1.4.1 Canales de Potasio

Los canales de potasio conforman una familia muy amplia tanto en su
diversidad como en sus funciones. Para su estudio se disponen de diversas técnicas
modernas como, Electrofisiologia, Biologia Molecular, ademas de agentes
antagonistas o agonistas farmacoldgicos de naturaleza peptidica y no peptidica que
bloquen potente y selectivamente tipos particulares de canales de K, permitiéndonos
conocer mas acerca de sus funciones fisioldgicas. Es notable la relevancia terapéutica

y farmacoldgica de estos canales.

12
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Farmacos tales como las sulfonilureas (antidiabéticas) y algunos antiarritmicos
los bloquean, ademés se ha encontrado una nueva clase de agentes, los activadores
de canales de K' con aplicaciones terapéuticas importantes dentro del area
cardiovascular, neuronal y enddcrino [10,12].

3.1.4.1.1 Estructuray Funcidn de los Canales de K" Dependientes de Voltaje

Los experimentos de clonacion molecular, asi como las pruebas mutagénicas
aportan evidencias que conducen a postular que todos los canales de potasio poseen
basicamente la misma constitucion del poro. Sin excepcién, todos presentan una
secuencia de aminoacido critico, la secuencia de pliegues del canal de K'. La
mutacion de estos aminoacidos altera la habilidad de estos canales para diferenciar
entre los iones de K" y Na".

El canal de K* es un tetrdmero con un eje de simetria C, alrededor de un poro
central (Figura 7, A y B). Como otras muchas proteinas de membrana, el canal
presenta dos capas de aminoacidos aromaticos posicionados de manera que se
extiende dentro de la bicapa lipidica, presumiblemente cerca de los interfaces agua-
membrana (Figura 7 C). Cada subunidad posee dos a-hélices transmembranales
unido por la region del poro de aproximadamente 30 aminoécidos, que forma la
torrecilla, la hélice del poro y el filtro de selectividad (Figura 7, Ay B). La subunidad se
encuentra insertada dentro del tetrdmero de tal forma que la hélice transmembranal
(hélice interna) encara el poro central mientras que el otro (hélice externo) encara la

membrana lipidica [10,12].
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Figura 7. Vista del tetrdmero. (A) Representacion espacial que muestra el plegamiento tridimensional del
tetramero visto desde la perspectiva extracelular; (B) Otra perspectiva del tetramero, perpendicular a (A);
(C) Representacion en liston del tetramero como una proteina integral de membrana. Los aminoacidos

aromaticos sobre la superficie interna de la membrana se muestran en negro [10].

Todos los canales de potasio son miembros relacionados de una sola familia
de proteinas. Sus secuencias de aminoacidos son muy faciles de reconocer porque
contienen un segmento altamente conservado llamado la secuencia de la firma del

canal de potasio.

Esta secuencia forma un elemento estructural conocido como el filtro de
selectividad, que previene el paso de los iones de sodio pero permite que los iones de
potasio pasen a través de la membrana en circunstancias que se acerquen al limite de

difusion.
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La diversidad entre los diversos miembros de la familia del canal de potasio se
relaciona principalmente con las diversas maneras en las cuales los canales de
potasio estan abiertos o bloqueados. La forma en la que los canales de potasio se
abren para permitir que los iones potasio atraviesen la membrana celular, es un

proceso que es crucial en muchos procesos biolégicos.

Por su alta selectividad, se pensaria que el potasio quedaria firmemente unido
dentro del canal y no difundiera rapidamente por el poro, pero esto no suele ocurrir por

dos razones:

a. El filtro de selectividad contiene mas de un i6bn de modo que la repulsion
entre los iones que estan cerca ayudan a superar la afinidad intrinseca que cada i6n

tiene para su sitio obligatorio.

b. La estructura del filtro de selectividad depende de la presencia de los iones
de potasio. La entrada del segundo ién hace un cambio conformacional del filtro, lo
cual hace que los demas iones se aten menos firme y difundan més facilmente. El
papel catalitico fundamental de todos los canales de potasio es conducir los iones de

potasio a través de la membrana de la célula.

Una vez que se abre el canal, debe existir un mecanismo para cerrarlo, el
mecanismo mas aceptado es el de la cadena y la bola. Segun este modelo una
compuerta del lado extracitoplasmatico se cierra en ausencia de iones de potasio
provenientes del exterior, Esta compuerta suele ser los primeros residuos de
aminoacidos de una subunidad alfa o beta (0 ambas). Un canal i6bnico se puede volver
a abrir, por lo que el canal, al cerrarse, no forma ningun enlace covalente nuevo. El
sistema de cerrar las compuertas esta relacionado con el desfavorecer el flujo del ion
en cierta direccion. Cuando la concentracion del ibn cambia, también ocurre un cambio
en el potencial de Nernst para este i6n, esto causa el cambio conformacional. Sin
embargo, al menos en los canales de potasio operados por voltaje, este no es el Unico
mecanismo para cerrar el canal. El otro mecanismo parece no ser tan usado por la
célula. Este se basa en un i6n de magnesio que tapa el canal
El magnesio se encuentra en el citoplasma, y en ciertas condiciones se ve atraido al

canal. Sin embargo, si esto pasa se tiene como resultado, cerrar la compuerta [10,12].
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3.1.4.1.2 Canales voltaje dependiente

Estos canales median la conductancia de iones en respuesta a un cambio en el
potencial de membrana. Son muy selectivos para cada i6n, ofreciendo una elevada
conductancia (10 iones por segundo). Su actividad es controlada a escala de
milisegundos por la activacion e inactivacion de los cambios en el potencial de
membrana. También puede ser regulado en una escala de tiempo mayor por la
activacion de receptores asociados a proteina G que tienen como elemento efector al
propio canal iénico (ocurre en membrana y es independiente de segundo mensajero).
En este tipo de canales la despolarizacion de la membrana causa un cambio
conformacional que lleva a la apertura del canal lo que permite la entrada de iones
[10,12].

3.1.4.1.3 Canales rectificadores de entrada

Son canales que generan corrientes rectificadoras de entrada. Determinan
potenciales de transmembrana en reposo de la mayoria de las células porque se
encuentran abiertos en una situacion de equilibrio. Al igual que los canales

dependientes de voltaje, estan formados por subunidades sencillas [10,12].

3.1.4.1.4 Canales de potasio activados por Ca®" (ligando)

Aunque tienen una estructura secundaria muy similar a los canales voltaje
dependientes, se comportan como si fueran rectificadores de entrada, pues conducen
corrientes mucho mas eficientemente hacia el interior de la célula que hacia el exterior.
Los canales de potasio activados por Ca**, se abren ante un cambio en la

concentracion intracelular de calcio [10,12].

3.1.4.1.5 Canales de potasio sensibles a ATP (Katp)

Los canales Karp €n su conjunto son activados por el ATP extracelular y son
inhibidos por el farmaco sulfonilurea que facilita la liberacion de insulina en las células

B del pancreas precisamente como consecuencia del cierre del canal.
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Normalmente estos canales estdn abiertos a las concentraciones usuales de ATP vy
contribuyen de forma sustancial a mantener el potencial de membrana en reposo de
las células B. [10,12].

3.1.4.2 Canales de Calcio

3.1.4.2.1 Relacion Estructura-Actividad de los Canales de Ca*?

Los canales de Ca*? son dianas farmacolégicas importantes para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares. Se han identificado varios residuos importantes para
la union de los antagonistas de canales de Ca*?, igualmente se han realizado avances

importantes en la caracterizacion de la estructura del poro del canal de Ca*?.

Estructuralmente, estos canales estan constituidos por cuatro dominios homologos
o subunidades (I, II, lll, IV) de seis segmentos transmembranales S1-S6, dispuestos
simétricamente alrededor de un poro central (Figura 8). El filtro de selectividad esta
formado por las partes de los segmentos extracelulares S4-S5 (haza P), que posen un
patrén altamente conservado de cuatro glutamatos (El locus EEEE). El poro exterior
esta cubierto por las hazas P y el poro interior esta cubierto por los cuatro segmentos
S6 y posiblemente por los cuatro segmentos S5. Diferentes métodos experimentales
sugieren que los dos segmentos transmembranales S6 del dominio 1l y IV
interaccionan con el antagonista, aunque también existen reportes donde se afirma

que la parte intermedia del dominio 11IS5 también participa en la unién del antagonista.

Intracelular
BID AID/

~ - /

lkn/ “nlf\

(Z ==

Figura 8. Representacion de la estructura de los canales de ca®™ [17].
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La caracteristica mas notoria de todos los antagonistas del calcio es su
capacidad de inhibir en forma selectiva el flujo hacia el interior de la célula de los iones
de calcio, cuando el canal de calcio se torna permeable o se “abre”. Antes se utilizaba
el término canal lento, pero en la actualidad se sabe que el flujo de calcio discurre
mucho mas rpido de lo que se creia y que hay por lo menos dos tipos de canales de
calcio: el L y el T. El canal de calcio convencional, ahora bien establecido, es el
denominado canal L, que bloquean los antagonistas del calcio, y cuya funcién
aumenta como reaccion a la actividad de las catecolaminas. La funcion del canal L es
permitir la entrada de cantidades significativas de iones calcio, que son necesarias
para el inicio de la contraccion mediante la liberacion de calcio inducida por el mismo
ion proveniente del reticulo sarcoplasmatico. El canal de tipo T se abre cuando el
potencial de accion negativo es mas negativo que el de tipo L y quiza tenga un papel
primordial en el inicio de la despolarizacion, y el tejido del nodo AV. También tiene

una sobrerregulacion relativa en el miocardio insuficiente [10,11].

Las diferentes enfermedades asociadas a canales i6nicos son variadas tanto
en su fisiopatologia como en las causas que los provocan, generalmente se asocian a
una regulacion andbmala de los canales ionicos. Por ello, los farmacos utilizados para
el tratamiento de dichas enfermedades buscan restablecer o regular la conductancia
ibnica como estrategia terapéutica. Sin embargo, estos agentes quimicos en el mayor
de los casos no presentan una estructura-actividad definida, encontrdndose moléculas

con una estructura quimica heterogénea.

Al respecto, se sabe que la clase estructural de la 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP )
estimula canales de K"y Ca*, que sugiere una caracteristica farmacoférica comin
(v.g. grupos hidrofébicos, anillos aromaticos electro atractores y sitios de formacion de
enlaces de hidrégeno), responsable de la modulacion de estos canales ibnicos. A
pesar de que los agentes bloqueadores de Ca' tipo L son los mas ampliamente
estudiados, se han dado a conocer un nimero de moléculas activadores de canales

de potasio sensibles a ATP (Karp') con estructura de 1,4-DHP.
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3.1.5 Metabolismo miocéardico y consumo de oxigeno

El musculo cardiaco, igual que el musculo esquelético, utiliza energia quimica
para lograr la contraccion. Esta energia deriva fundamentalmente del metabolismo
oxidativo de los acidos grasos y, en menor medida, de otros nutrientes, sobre todo
lactato y glucosa. Por consiguiente, el ritmo de consumo de oxigeno por el corazén es
una medida de excelente de la energia quimica que se libera mientras éste realiza su

trabajo.

Normalmente, la glucosa es fuente de energia miocardica mas importante
durante el periodo postpandrial, mientras que los acidos grasos lo son en estados de
ayuno. El lactato, piruvato, acetato, cuerpos cetonicos y aminoacidos intervienen en
proporcion muy escasa. Por lo tanto, la energia proviene fundamentalmente de la
glicolisis, de la oxidacién de &cidos grasos, y sobre todo del ciclo de Krebs. Estos tres
tipos de reacciones desprenden simultdneamente atomos de hidrégeno y electrones; y
luego ambos elementos pasan por una cadena enzimatica de transporte y liberan su
alto contenido de energia y se combinan con el oxigeno. De ahi que en todo momento
la magnitud del trabajo cardiaca, equivale aproximadamente al consumo de oxigeno
miocardico [10,11].

Pero el corazén no actia en forma independiente. El cerebro detecta las
condiciones a nuestro alrededor (el clima, los factores estresantes y el nivel de
actividad fisica) y regula el aparato cardiovascular para poder satisfacer las

necesidades del organismo en esas condiciones.

3.2 Fisiopatologia del Sistema Cardiovascular

El coraz6n humano es un musculo que puede mantenerse fuerte y funcionar
bien durante cien afios 0 més. Si reducimos los factores de riesgo cardiovascular, se

puede mantener sano el corazon durante mas tiempo.

Sin embargo, el estrés, la obesidad, la diabetes entre otras enfermedades de
tipo cronico degenerativas, llegan a producir enfermedades cardiovasculares, que por
lo general el tratamiento consiste en medidas no farmacolégicas tales como el
aumento de ejercicio, disminucién en la ingesta de sal y de las grasas saturadas e
incremento de frutas y fibra en la dieta y reduccién del consumo del alcohol,

posteriormente se introduce, de manera escalonada, los farmacos, comenzando por
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los de eficacia demostrada y con menores efectos secundarios [12].
Dentro de las enfermedades cardiovasculares destaca la hipertension arterial (HTA)
gue es una de los principales problemas de salud prevalentes en la poblacion
mexicana [2].

3.2.1 Hipertension Arterial (HTA)

La mas reciente Encuesta Nacional de Salud sefiala que aproximadamente
30% de los adultos mayores de 20 afios padecen de algun grado de hipertension
arterial; aproximadamente del 90 al 95% de las personas con esta enfermedad
padecen la HTA primaria (idiopatica), mientras que entre el 5y el 10% del total de los
hipertensos padecen HTA de tipo secundaria [2], provocando graves complicaciones
como son las enfermedades del corazon, La HTA puede ser dafiina por efectos
primarios, ya que genera aumento del trabajo del corazén y lesién de las propias
arterias por la presion excesiva, ya que la tension arterial persistentemente elevada
produce hipertrofia del ventriculo izquierdo y de las arterias de resistencia, con
estrechamiento de la luz. El riesgo coronario es paralelo al 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. Por desgracia la HTA es practicamente asintomatica,
de ahi que algunos la denominen “el enemigo silencioso” dado que en muchas

ocasiones solo puede identificarse en el curso del examen fisico del paciente.

La presion muy elevada en las arterias coronarias desarrolla arteriosclerosis
coronaria de manera que los pacientes pueden morir por oclusién coronaria; asimismo,
la presién arterial (PA) elevada puede ocasionar dafios a nivel de la pared arterial,
induciendo diversas consecuencias dependiendo del territorio arterial lesionado: si es
cerebral, generard 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.

La HTA se define como un aumento sostenido de la PA = 140/90 mmHg, es
decir, 140 mmHg (presion sistdlica o por contraccion del corazén) sobre 90 mmHg
(presién diastolica o por reimpulso de las arterias). Sin embargo el riesgo de una
enfermedad cardiovascular, letal o no, es mas bajo con presiones arteriales sistélicas
menores de 120 mmHg y presion arterial diastélica inferior a 80 mmHg; estos riesgos

aumentan de manera progresiva con presiones sistolicas y diastolicas mas altas. [15].
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La terapia farmacoldgica casi nunca puede atender a la etiologia y se limita a
reducir la presion arterial con un triple objetivo: mejorar los sintomas, prevenir las
complicaciones y mejorar la esperanza de vida de los pacientes. Esto lo hace
actuando sobre los factores que determinan la presion arterial: volemia, gasto cardiaco

y resistencias vasculares periféricas.

Cuando los pacientes con la presion arterial elevada se mantienen
asintomaticos, la decision terapéutica es dificil de emprender y el cumplimiento por
parte del paciente no suele ser el adecuado. La terapéutica antihipertensiva trata de
conseguir un tratamiento sencillo y bien tolerado, seleccionado de acuerdo con las
caracteristicas del paciente y proporcionado a la gravedad de la enfermedad. Para el
tratamiento de la HTA se involucra farmacos, estructuralmente diversos, que
disminuyen la presion arterial, el GC al inhibir la contractilidad miocéardica o
disminucién de la presion del llenado ventricular, (Figura 9) y otros farmacos que
actian 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.
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Figura 9.- Esquema de los principales mecanismos que intervienen en la regulacién de la tension arterial y
lugares de accion de los antihipertensivos. (Angiotensina I, Al; angiotensina I, All; enzima convertidora de

la angiotensina, ECA; endotelina-1, ET-1; noradrenalina, NA; o6xido nitrico, NO) [12].
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3.2.2 Tratamiento de la HTA

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

3.2.2.1 Diuréticos

Se encuentran entre los medicamentos mas utilizados en la clinica
cotidiana. Acttian forzando la eliminacion de agua, Na' y K™ a través del
rifidn, consecuentemente disminuye el volumen plasméatico siguiendo un

descenso de la PA (figura 10).
Tiazidicos y farmacos relacionados: Hidroclorotiazida (1), Clortalidona (2).
Diuréticos de asa: Furosemida (3).

Diuréticos ahorradores de K*: Espironolactona (4).
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Figura 10.- Diuréticos empleados en terapia de HTA, poseen efectos antihipertensores al ser
administrados solos y aumentan la eficacia de casi todos los otros antihipertensivos en la terapia

combinada [15].
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3.2.2.2 Simpaticoliticos.

3.2.2.3 Antagonistas adrenérgicos B (B-bloqueadores).

Actian inhibiendo la respuesta al estimulo adrenérgico, al bloquear los
receptores beta del sistema nervioso simpético (SNS), localizados en el miocardio y
a nivel vascular, producen disminucion de la PA, de la frecuencia del pulso y de la

fuerza de contraccién del miocardio por ejemplo el Metoprolol (5), figura 11.

MeO— ~ OL(NH%

OH

Figura 11.- Antagonista adrenérgico 3 [15].

3.2.2.4 Antagonistas adrenérgicos a (a;-bloqueadores).

Este grupo farmacoldgico esta compuesto por derivados de quinazolina y
actian mediante el bloqueo de los receptores a;-adrenérgicos Producen
vasodilatacion arterial, con lo que reducen la resistencia vascular periférica por

ejemplo la Prazosina (6) figura 12.

MeO

MeO

Figura 12.- Antagonista adrenérgico a [15].
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3.2.2.5 Antagonistas adrenérgicos mixtos (a y 8 adrenérgicos).

Son farmacos que producen un efecto antagonista selectivo sobre los
receptores a;-adrenérgicos y no selectivo sobre receptores B, por ejemplo Carvedilol
(7) figura 13.
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Figura 13.- Antagonistas adrenérgicos mixtos [15].
3.2.2.6 Farmacos de accién central.

Es un grupo de farmacos antihipertensivos potentes, que actlan mediante
la estimulacién de receptores a,-adrenérgicos actuando a nivel del sistema nervioso
central (SNC), esto produce reduccién de la actividad simpéatica periférica y disminuye
la resistencia vascular sistémica. Por este mismo mecanismo inducen reduccion leve
de la frecuencia y gasto cardiaco. Este grupo comprende al Metildopa (8) y Clonidina
(9) figura 14.
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Figura 14.- Farmacos de accion central [15].
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3.2.2.7 Bloqueadores de neuronas adrenérgicas: Guanadrel (10) figura 15.
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Figura 15.- Guanadrel [15].

3.2.2.8 Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECA).

La angiotensina Il es un potente vasoconstrictor que se produce por la

accion de la IECA en un sustrato, la angiotencina I.

Los inhibidores de la ECA (figura 12) bloquean esta enzima con lo que la
produccién de angiotensinaa Il se reduce, y asi disminuye su efecto vasopresor. El
sistema renina-angiotensina constituye parte de los mecanismos homeostaticos que
controlan la presién sanguinea y la composicion electrolitica de los liquidos organicos,
su estimulacion genera un incremento en el volumen plasmatico; asimismo, la
inhibicibn de este sistema genera vasodilatacion arteriolar, con el consiguiente
descenso de la PA por ejemplo de estos farmacos son Captoprilo (11), y Enalaprilo
(12) figura 16.

o EtO.__O

Figura 16.- Farmacos inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina muy utiles en la terapia de

la HTA debido a su eficacia y espectro muy favorable de efectos secundarios [15].
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3.2.2.9 Antagonistas del receptor de Angiotensina Il AT; (ARA-II).

Este grupo de medicamentos poseen efecto, utilidad y tolerancia similares a
los del grupo anterior. Pero a diferencia de éstos, su accion involucra la inhibicién
competitiva del receptor AT; de la angiotensina Il, localizada en el corazén, vasos
sanguineos, rifidn y la corteza suprarrenal. Los medicamentos incluidos en este grupo

son. Losartéan (13), Irbesartan (14) figura 17.

13 14

Figura 17.- Antagonistas de los receptores de Angiotensina Il del subtipo ATi, estos medicamentos

relajan el masculo liso y consecuencia promueven vasodilatacion [15].

3.2.2.10 Bloqueadores del canal de Ca*".

Los farmacos comprendidos en esta categoria producen relajacion de la
musculatura lisa arterial debido a su interferencia en el metabolismo del Ca** celular:
Nifedipina (15), Verapamilo (16), Diltiazem (17). Estos farmacos bloquean la entrada
de Ca®" al impedir la apertura de los canales de Ca?" regulados por el voltaje tipo L

(figura 18).
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Figura 18.- Antagonistas de los canales de Ca®', sus diversas estructuras originan variaciones en los

sitios y formas de accion de la entrada de Ca’" a las células musculares [15].

3.2.2.11 Vasodilatadores directos de la fibra muscular lisa arterial.

En este grupo podemos encontrar a la Hidralazina (18) y los activadores del
canal de K* Minoxidilo (19) y 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 (Figura 19).
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Figura 19.- Farmacos vasodilatadores de acciéon directa en musculo liso aplicados en clinica. La
Hidralazina provoca vasodilatacibn mediante un mecanismo desconocido, mientras que el Pinacidilo y
Minoxidilo induce una hiperpolarizacién de la membrana celular a través de la modulacion de canales de
K* [15].

3.3 Quimica medicinal

En casos de pacientes con HTA grave se emplean tratamientos que incluyen
diversos tipos de farmacos; en este sentido, la quimica medicinal desempefia un papel
trascendental en el disefio y la sintesis de nuevos farmacos mas potentes a fin de

reducir los efectos adversos generados durante su administracion.

La Quimica Medicinal es la ciencia que estudia el disefio y descubrimiento de
nuevas entidades quimicas, asi como de su optimizacion y desarrollo como
potenciales farmacos para el tratamiento de diversas enfermedades [14]. El principal
objetivo de la quimica medicinal es explicar la relacion que existe entre la estructura
guimica de un farmaco y las propiedades fisicas de éste, con respecto a la actividad
biol6gica obtenida, que resulten mas potentes, mas selectivos y menos toxicos en su
accion terapéutica, lo que involucra también verificar la estabilidad del compuesto y la
interaccion del mismo con las estructuras biologicas en el organismo. Por tal motivo es
necesario para un quimico medicinal entender, no s6lo el mecanismo por el cual un
farmaco ejerce su efecto, sino también las propiedades fisicoquimicas de la molécula,

estas propiedades se refieren a la influencia de los grupos funcionales que contiene la
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molécula: sus propiedades acidas o basicas, solubilidad en agua, coeficiente de
particion, estructura cristalina, estereoquimica, etc. Todas estas propiedades influyen,
en la accién terapéutica, ademas de determinar sus propiedades farmacocinéticas
[17,18].

Los compuestos quimicos, especialmente los farmacos, generalmente se derivan de
las plantas y de otras fuentes naturales, y han sido utilizados con diversos fines
terapéuticos, entre ellos encontramos como ejemplo a la aspirina; pero no fue sino
hasta el siglo XIX que estos “remedios” que fueron en su momento preparaciones
primitivas de materiales de plantas cuya composicion se desconocia, sufrieron una
revolucion gracias a la sintesis organica, la cual enfocé sus esfuerzos en la
identificacion de las estructuras y de principios activos para elaborar agentes mas
eficaces. Una vez que se determina la estructura molecular de un principio activo
existe un mejor entendimiento del funcionamiento de éste [18]. Teniendo las
estructuras bien identificadas de los principios activos se puede ahora establecer una
relacion de dichas estructuras con los efectos que van a tener sobre el organismo. La
guimica medicinal se ha basado en el paradigma de la relacién cuantitativa estructura
—actividad, QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship por sus siglas en inglés)
[17].

Este fundamento plantea a la actividad como una funcion de la estructura, es
decir, es un proceso en el cual la actividad de un farmaco depende principalmente de
la estructura que éste tenga, no obstante los avances en la tecnologia y en el area
computacional permiten delinear y refinar las variables que definen este paradigma. El
objetivo principal del QSAR se concentra en la habilidad de predecir, desde la

interaccion y receptividad, hasta los mecanismos de accién del farmaco.

Actualmente se puede apreciar de manera muy clara la aplicacion de las
técnicas QSAR en la quimica medicinal, tanto en el disefio de un nuevo farmaco o bien
redisefliando uno ya existente, con estas técnicas se intenta modificar la potencia de
dichos farmacos, por medio de la transformacién de la estructura quimica de éstos
[19].
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3.3.1 Bioisosterismo

Es una estrategia de quimica medicinal que se encarga del disefio racional de
nuevos farmacos, el isosterismo es un concepto quimico que se ha aplicado al
desarrollo de nuevas moléculas con actividad farmacolégica. En la definicion original
de Langmuir utilizaba este término para describir la semejanza en propiedades fisicas
y quimicas que presentan una serie de iones y moléculas que contienen el mismo
namero de atomos y electrones de valencia, Grimm extendié el concepto a los
sistemas bioldgicos, como isésteros a aquellos &tomos, iones o moléculas que tienen
idénticas capas electronicas externas, esta definicion ha sido ampliada en los ultimos
tiempos para incluir grupos funcionales que suelen producir actividades biolégicas
similares, y fue descrito por Friedman como bioisOsterismo; por lo tanto, pueden
definirse como bioisésteros a las moléculas o grupos que debido a poseer propiedades
fisicas o quimicas analogas, producen una respuesta farmacoldgica semejante u

opuesta (Figura 20) [19].

CH CHs,
CH, 3
N\
N
o CH,
0, AN CHj X

N—N N/N\

. cH, CH3

AMINOFENAZONA

AMINOPIRINA (Analgésico-antipirético)

(Analgésico-antipirético)

Figura 20.- Bioisosterismo clasico [19].

Como hemos visto, las estrategias de modificacion molecular son necesarias
para hallar moléculas con probable accion farmacolégica; por tanto, su manipulacion
constituye el establecimiento de relaciones estructura-actividad, que es uno de los

objetivos mas importantes de la quimica farmacéutica.
El bioisosterismo representa un método empleado por el Quimico Medicinal

para llevar a cabo la modificacion racional de los compuestos cabeza serie en agentes

clinicamente més efectivo y seguros [19].
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3.3.2 Sustituciones Bioisostéricas Potenciales en Estructuras de

Dihidropirimidina con Actividad Bloqueadora de Canales de Ca*.

Las moléculas con estructura de dihidropirimidina (DHPM) son quimiotipos de los
farmacos antihipertensivos pertenecientes a la clase de las dihidropiridinas (DHP)

ampliamente prescritos en la clinica.

Recientemente, en la busqueda de nuevos compuestos de utilidad terapéutica con
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamias mejoradas, la estructura de DHPM
apropiadamente funcionalizada en C-2 ha sido objeto de amplias investigaciones con
el propésito de mejorar la capacidad moduladora o bloqueadora de los canales de
Ca™ en las membranas de musculo liso vascular. Al respecto, la sustitucion
bioisostérica ha sido una herramienta apropiada que ha permitido a los quimicos
sintéticos y medicinales disefiar, sintetizar y evaluar un gran ndmero de analogos
isostéricos en C-2 con la estructura general que se muestra en el compuesto 21. Los
estudios farmacoldgicos demuestran que la naturaleza quimica del grupo funcional
sobre el C-2 influye de manera importante sobre la actividad biol6gica de estos

compuestos.

Los resultados reportados, mismos que se presentan en la Tabla 2, concluyen que
cuando el fragmento X representa un atomo de oxigeno (=0, 21a) o un grupo imino
(=NH, 21b) para formar fragmentos con estructuras de 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-ona y
3,4-dihidropirimidin-2(1H)-imino, respectivamente, se obtienen compuestos analogos
con potencias similares. Sin embargo, la sustitucion de X por un atomo de azufre (=S,
21c) para generar el fragmento de 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-tiona provoca una
actividad biol6gica mejorada. Esta mayor potencia, asi como la retencion de la
actividad farmacolégica se ha explicado en funcién del tamafio, descrito aqui como el
radio de Van der Waals, y la habilidad de los sustituyentes para formar enlaces de
hidrégeno. Asi los compuestos 21a y 21b, que poseen un grupo funcional de tamafio

similar, resulta en una potencia parecida.

Sin embargo, el compuesto 21c genera la formaciébn de moléculas

estructuralmente anélogas con una orden de magnitud mas potente [16, 23].
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Figura 21.- Estructura molecular del compuesto 21.

Tabla 1. Actividad bloqueadora de los canal de Ca*? de 1,4-dihidropirimidinas.

X Van der Waal (r, A°) ICsq (nM)?

21a @) 1.40 140
21b NH 1.50 160
21c S 1.85 170

#Concentracion que produce el 50% de inhibicién, determinado por la
actividad vasorelajante con aorta toracica de conejo despolarizada con

potasio.

3.3.2.1 Explorando el Grupo N-cianoguanidina como Bioisésteres de Ureay Tiourea en

Moléculas con Estructura de Dihidropirimidina.

El grupo N-cianoguanidina (Figura 22) ha sido reportado como bioisostéres no
clasico de la tiourea, urea, guanidina y 2-nitroeteno-1,1-diamina en diversos proyectos

de investigacion en Quimica Medicinal.

O, S, NH
NH-NO2

CH-NO2

\
NfS\N =N ° p
- /\ |
) HN N
VUNH HNwv N N NoN

Figura 22. Estructura quimica de la urea, tiourea, guanidina, 2-nitroeteno-1,1-diamina
(izquierdo) y N-cianoguanidina (derecha) [16,17].

La guanidina y la tiourea o la urea difieren de manera importante en algunas de

sus propiedades fisicoquimicas. Mientras que la tiourea y la urea son moléculas
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esencialmente neutras, pKa 1.2 y 0.2, respectivamente, la guanidina es una de las
bases mas fuertes que se conocen, pKa 13.6, por lo que el grupo guanidino puede
existir casi completamente como una especie monocatidnica cargada bajo condiciones
fisiologicas, la que resulta importante para las interacciones ligando-receptor
especificas. Sin embargo, esta propiedad quimica se puede modificar apropiadamente
mediante la incorporacion de funcionalidades electré actractores apropiadas, como el
grupo nitro (-NOy) o nitrilo (-CN) sobre uno de los atomos de nitrdgeno, para obtener
valores de pKa de -0.9 a —0.4, y otros parametros fisicoquimicos comparables a la
tiourea y urea (Tabla 2) [16].

A la luz de estos resultados experimentales, resulta evidente que estas
propiedades fisicoquimicas asociadas de manera importante a la actividad biol6gica
pueden ser aplicadas en el proceso farmacomodulacion que conduzcan a establecer
interacciones adicionales ligando-receptor especifica, asi como para alterar la
lipofilicidad de los compuestos [16,17].

Tabla 2. Comparacion de las propiedades fisicoquimicas de la cianoguanidina y la

tiourea.
G Tiourea Cianoguanidina
HZNJ\NHz G=S G=N-CN
Geometria
Longitud de Enlace CN 1.34 A° 1.34 A°
Angulo de Enlace NCN 119.0° 120.0°
Quimica PKa -1.2 -0.4
Hidrofilidad  log P, 37 °C 0.09 0.07

Resulta claro que a pesar de que la cianoguanidina, la tiourea y la urea son
similares en muchas de sus propiedades fisicoquimicas, difieren bastante en
naturaleza quimica y farmacolégica, e.g. velocidad de disolucion, biodisponibilidad
oral, en comportamiento hidrolitico y oxidativo, por lo que se esperan diferencias en la
velocidad y productos de biotransformacién de las moléculas que poseen estos

grupos.
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Como resultado de estas y otras investigaciones se sabe que las cianoguanidinas
ciclicas y aciclicas poseen un intervalo amplio de atribuciones bioldgicas interesantes
e importantes. Por tal motivo, las cianoguanidinas han llamado la atencion de los
farmacologos y quimicos medicinales desde que se demostré que la funcionalidad
cianoguanidina es un sustituyente bioisosterico apropiado de los grupos tiourea, imina
0 urea para obtener compuestos cabeza de serie o farmacos con la misma
equivalencia farmacoldgica, pero con mayor potencia o0 menor toxicidad, propiedades
farmacocinéticas modificadas y selectividades hacia la interaccion de ligando-receptor
especifico, para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares o para obtener
mejores moléculas como antagonistas de receptores [16,17].

Con respecto a la actividad antihipertensiva, las moléculas de cianoguanidina
aciclica han resultado activas como activadores de canales de potasio K'arp mientras
que las moléculas con estructura de 3,4-dihidropirimidin-2-onas/tionas y 1,4-
dihidropirimidinas son farmacos bloqueadores de canales Ca*?, bien conocidos.

Recientemente, se han dado a conocer un niumero de moduladores de canales de
potasio con estructuras de DHP, aunque muchos de ellos son sistemas hibridos
formados de fragmentos de cianoguanidina aciclica y DHP.

Recientemente las dihidropirimidinas triciclicas son objetos de amplias
investigaciones como nuevos agentes con actividad agonista sobre los canales de
K'atp, la actividad funcional de muchos de estos compuestos, por ejemplo el
compuesto 6la-d, con grupos quimicos de naturaleza electroatractor, excede a

algunos farmacos ampliamente conocidos como el Cromakalim (Figura 23).

oA

N
NC \\\\\OH

/I//l

ECsy= 425nM

(-) Cromakalim

Figura 23.- Cromakalin [16].
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Finalmente, en un esfuerzo por identificar nuevas moléculas estructuralmente
hibridas, en este trabajo de investigacion se ha disefiado, sintetizado e investigado las
propiedades farmacolégicas de un quimiotipo de cianoguanidina ciclica, i.e. el 4-
arilsustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-pirimidina, una molécula sintéticamente
atractiva como modulador de canales idnicos de K*, los resultados obtenidos son por
demas muy prometedores debido a la bioctividad encontrada en estas moléculas como
los primeros en su tipo para modular canales i6nicos del tipo K*, [16,17].

3.3.3 Método multiforo

Lo que puede ser un reemplazamiento bioisostérico exitoso (que modifique los
principales parametros fisicoquimicos, e.g. tamafio, forma, distribucién electrénica,
pKa, Log P, reactividad quimica, enlaces de hidrogeno, etc; que finalmente afectan la
estructura, farmacocinética, interacciones del receptor y metabolismos de las
moléculas) para una molécula dada que interacciona con un receptor particular en
ejemplos muy frecuentes, no presentan actividad o elimina la actividad biolégica en

otros sistemas.

Por ello, se ha planteado que el uso de la sustitucion bioisostérica en el disefio
de farmacos depende principalmente sobre el sistema biol6gico que esta siendo
investigada. No existen reglas infalibles para determinar qué sustitucién biosostérica
va resultar funcional para una molécula dada, aunque como se mencioné
anteriormente, son posibles algunas generalizaciones. Sin embargo, el quimico
medicinal aln se guia por la experiencia e intuicion para decidir el mejor método a ser

empleado cuando se aplica esta estrategia.

Los resultados derivados de estos trabajos (Tabla 1) [16,17], han sido de
interés en nuestro programa de disefio de farmacos antihipertensivos en la etapa de
optimizacion de la estructura de DHPM como compuesto cabeza de serie para mejorar
algunas propiedades fisicas y quimicas, e.g. que mejore la estabilidad quimica y
metabdlica, mientras conserve la actividad moduladora de canales de Ca* en el

musculo liso vascular.

El objetivo de una sustitucion bioisostérica se basa en la preparacion de
nuevas moléculas con propiedades biolégicas similares que buscan, en algunos
casos, atenuar la toxicidad, modificar la actividad y/o alterar la farmacocinética de los

compuestos cabezas de serie.
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El Método del Multiforo es una valiosa herramienta en el disefio de nuevos
farmacos y que se puede emplear en cualquiera de las estrategias previamente
mencionadas, debido a que este método permite la comprensiéon de las moléculas de
farmacos desde el punto de vista que éstas estdn constituidas por subunidades
bioactivas o biéforos, de modo que un farmaco invariablemente estd constituido de
diversos bioforos y por ende adquiere la denominacion de multiforo. El bi6foro 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 de un receptor, lo que conlleva a la

manifestacion de una respuesta biologica benéfica [16].

El método del multiforo se puede aplicar previa sintesis de nuevos candidatos
bioactivos, asi como a moléculas ya sintetizadas y con actividad biologica, debido a
que mediante los estudios de relacion estructura-actividad tienen como primer
propdsito establecer el descubrimiento del grupo farmacéforo, es decir, la estructura
minima responsable de la accion farmacologica a través de la interacciébn con
receptores o enzimas; como segundo objetivo es el agregar sustituyentes al grupo
farmacéforo de una forma estratégica, generando asi compuestos con propiedades

terapéuticas optimas.

Una relacién estructura actividad se establece cuando un conjunto de

propiedades de una serie de compuestos explica su actividad o respuesta bioldgica.

Para generar estas nuevas moléculas con posible actividad biol6gica, los
investigadores recurren a diversas estrategias como la mejora de farmacos ya
existentes, el cribado (screening) el disefio racional de nuevas moléculas para
eventualmente sintetizar nuevos analogos y probarlos biolégicamente con el fin de
establecer una relaciéon estructura-actividad (QSAR), con la finalidad de mejorar el
perfil terapéutico (incrementando su potencia y afinidad) o disminuir la toxicidad, asi
como las propiedades fisicoquimicas del farmaco. El cribado comprende un conjunto
de ensayos biol6gicos que permiten evaluar de modo preliminar el perfil farmacolégico
de una molécula o conjunto de moléculas; para ello se pueden emplear modelos en
animales (in vivo), ensayos farmacolégicos en 6érganos o tejidos aislados (in vitro),
ensayos en los que se evalla directamente la actividad en dianas como enzimas o
receptores de membrana o por medio de la simulacién de la interacciéon ligando-
receptor asistido por computadora (Docking); a este tipo de ensayos se les denomina

in silico [23].
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El disefio racional implica el conocimiento 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. Una
vez identificados los receptores involucrados, es necesario desarrollar un método de
disefio de moléculas con probable actividad farmacoldgica, de manera que estas
nuevas moléculas sean capaces de unirse a tales receptores y puedan inducir el

efecto deseado [16].

El método del multiforo en el disefio de farmacos es un proceso largo ya que,
por lo general, para llegar al desarrollo de un candidato final son necesarias varias
evaluaciones, reevaluaciones y redisefios de la molécula investigada. Este proceso

esté constituido por cinco etapas:

Disefio o identificaciébn de un compuestos cabeza de serie (prototipo)
Sintesis e investigacion bioldgica inicial del compuesto cabeza de serie.

Optimizacion del compuesto cabeza de serie en la fase farmacodinamica.

w0 NP

Optimizacion del compuesto cabeza de serie en las fases farmacocinéticas y
farmacéuticas.
5. Evaluaciones preclinica y clinica del analogo optimizado del compuesto cabeza
de serie.

Una vez que se dispone de un compuesto cabeza de serie, se procede al
disefio de compuestos analogos que permitira una exploracion sistematica del
compuesto cabeza de serie, sentando de esta manera las bases de la modificacion
molecular, con el objetivo de mejorar las propiedades farmacol6gicas en los
congéneres del cabeza de serie, con la posibilidad de de obtener compuestos mas
simples que conserven 0 mejoren la actividad del compuesto cabeza de serie,
mediante rutas sintéticas comunes o aproximaciones combinatorias de las mismas,

con el propésito de ahorrar tiempo y dinero [23].

En este sentido, los quimicos organicos idean diversas rutas probables de
sintesis para la obtencion de las moléculas blanco a partir de reactivos iniciales

disponibles.

La ruta de sintesis planteada puede ser divergente o lineal y convergente, en la
sintesis divergente o lineal el producto del Ultimo paso es el reactivo inicial del
siguiente paso 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
generacién de una molécula blanco a través de la formacion de varias subunidades

intermediarias y, en una ultima etapa, contempla el ensamblaje de las subunidades
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previamente obtenidas (Figura 24) [24, 25]. Puesto que la eficiencia de 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.

a)

b)

Figura 24.- Representacion esquematica de una sintesis divergente (a) y una sintesis convergente (b)
[24].

Dentro de las reacciones convergentes encontramos a las Reacciones
Multicomponentes (RMCs), En el contexto de la quimica sostenible, por razones
econdmicas y en busca de la preservacion ecoldgica, las reacciones multicomponente
constituyen un centro de investigacion académico e industrial. A la diversidad de

sintesis de heterociclos funcionalizados.

Aungue las RMCs basada de isocianuro predominan hoy en dia, el uso de
1,3-dicarbonilos como sustratos, ya propuesto en 1882 por Hantzsch, ha demostrado
ser muy eficiente, pero han sido relativamente inexplorado hasta hace poco. En los
ultimos afos, éstas reciben una creciente atencion como nuevas metodologias utiles y
valiosas El acceso a la alta funcionalidad de pequefias moléculas organicas sintéticas
y valor bioldgico éstas se caracterizan por el hecho de emplearse al menos tres
reactivos que se colocan de manera conjunta al inicio de la reaccion para generar uno
0 més productos. Los reactivos pueden ser distintas moléculas individuales o, en

algunos casos, pueden ser los diversos grupos funcionales de un mismo reactivo [26].

La investigacion de nuevos compuestos bioactivos, presenta como uno de sus
principales objetivos el desarrollo de nuevos procesos de sintesis de manera quimio-,
regio- y estereoselectiva, inquiriendo, asimismo, que éstos ostenten caracteristicas
altamente deseables como tiempos de reaccion cortos, reacciones eficientes y

simples, de facil aislamiento y purificacion, la omisién de reactivos y disolventes
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téxicos, asi como la disminucion de los desechos resultantes de tales procesos,
dandole un perfil ecoldgico [27]. Al respecto, las reacciones multicomponentes (RMCs)
es una gran herramienta de la quimica combinatoria con procesos que cumplen, en
buena medida, con estos preceptos, por lo que se han convertido en una herramienta
muy importante en el area de la quimica medicinal para la construccion de moléculas
de diverso grado de complejidad estructural con importantes propiedades
farmacologicas (Tabla 3).

Tabla 3. Compuestos con actividad farmacoldgica sintetizados mediante RMCs.

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

Biginelli Antihipertensivo
SQ 32926
N
Ugi 0] K Anestésico local
Xilocaina
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El concepto de RMCs fue dado por primera vez por Strecker en 1850, ha
sido poco estudiado, y convirti6 a las isocianidas en uno de los reactivos mas
populares, especialmente como un componente clave en la conocida reaccion de
Passeriniy Ugi [24, 28]. Sin embargo, uno de los primeros sustratos involucrados en
una RMCs eran los B-cetoésteres, con dihidropiridinas de Hantzsch (DHP) y las
dihidropirimidinas (DHPMs) de Biginelli, las sintesis aparecen ya en 1882 y 1893,
respectivamente. (Figura 25). En 2004, se ha reportado una vision general del
elevado potencial sintético de RMCs [29]. En los Ultimos afios, estas transformaciones
han recibido una creciente atencion a nivel mundial por su capacidad para
proporcionar de una forma selectiva un acceso directo a la gran funcionalizacion de

pequefias moléculas organicas de valor primario, sintético y biolégico.

NH; AcOH or Ry
H o o itOH or R,00C COOR,
Hantzsch /K + 2 Agua ’ |
(1882) Ry 0 RM _R, Calor
i o Ry” N7 R,
Menos agua H
(0} (0}
Rs
RMO/RZ H C R
Biginell 1 Acido ~N O0,R,
iginelli
(1893) )OL + Rg\]/o EtOH, Calor )\ |
(0] N R
NH;~ NH, i N 1

Figura 25.- Sintesis de dihidropiridinas de Hantzsch y dihidropirimidinas de Biginelli [30].

3.3.3.1 Reaccién de Hantzsch.

Las 1,4-dihidropiridinas y sus derivados son importantes moléculas bioactivas
en el campo farmacéutico [30]. Estas son sintetizadas por lo general con cuatro
componentes, implica la ciclocondensacion de un aldehido, dos equivalentes de un 3-

cetoester y amoniaco, o un equivalente sintético (Figura 26).

La reaccion a través de la condensacion de alquilideno formados en
malonato y derivados enaminoéster, seguido por una que ofrezca ciclodeshidratacion
de los heterociclos simétricos [31].
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Figura 26.- Sintesis general de las 1,4-DHP de Hantzsch [30].

3.3.3.2 Reaccion de Biginelli

Dentro de las RMCs empleadas para la obtencion de farmacos podemos citar
la sintesis de Biginelli, descubierto por Pietro Biginelli en 1893, que permite la sintesis
de DHPMs, siendo esta Ultima una de las RMCs mas estudiadas en el area de la
quimica medicinal, esto a pesar de que se han reportado otros métodos de sintesis. La
sintesis de la molécula de dihidropirimidina mediante las condiciones de Biginelli se
basa en una reaccion de condensacién entre la urea, un aril aldehido y un B-cetoester
(Figura 27).

0
H O
H*, EtOH
Q _— EtO NH
o CALOR ‘ /K
)J\ + EtO Me N 6}
NH;~ NH, H
Me o} DHPM

Figura 27.- Sintesis de Biginelli para generar DHPMs [32].

El interés farmacologico 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 dihidropiridina (DHP) moduladora de los canales
de Ca* tipo L, con aplicacién terapéutica en el area cardiovascular preparada
mediante la sintesis de Hantzsch (1882) [32].
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La nifedipina que pertenece a los farmacos denominados "antagonistas del
calcio" reduce la entrada de calcio en las células de los vasos sanguineos como
consecuencia del bloqueo de los canales de calcio tipo L. Actla predominantemente
sobre la circulacion periférica relajando la musculatura lisa vascular y produciendo
vasodilatacion [12, 15], y es empleada para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, tales como hipertension, arritmias cardiacas o angina de pecho [32].

Desafortunadamente el uso de la Nifedipina en el tratamiento de la
hipertensién presenta importantes desventajas como tiempos de vida media (ty2) en
plasma relativamente cortos, debido 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 mucho

menor potencia como agentes antagonistas del Ca®" [33].

La fraccién guanidina (Figura 28) es un grupo funcional muy importante con
interesantes propiedades biologicas, que se encuentran en varios productos
naturales (saxitoxina, tetradotoxina) [34]. También se encuentra presente en algunos

compuestos con actividad agonista del canal de K*arp como el Pinacidilo [35].

Figura 28.- Pinacidilo agonista del canal de K*atp, (N-Cianoguanidil en rojo) [34].

En el mismo contexto, la utilizacién con éxito de cianamida ha permitido la
incorporacién de la fraccion responsable de las posibles propiedades farmacoldgicas
(Figura 29) [36]. En este caso, la hidrdlisis de la cianamida en urea constituye la base

de esta reaccion de cuatro componentes como Biginelli.
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Figura 29.- Sintesis de derivados de 4-aril-2-cyanoimino-3 ,4-dihidro-1H-pirimidina [36].

H NH,

3.3.4 A4-arilsustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-pirimidinas (ACIDHPMs)

Las ACIDHPMs son compuestos estructuralmente analogos a las DHPMs, con
la variante estructural del grupo N-cianoguanidil en C-2, lo que los convierte en
compuestos hibridos formados por los grupos farmacoféricos de las DHPs con
actividad antagonista del canal de Ca®" y el fragmento N-cianoguanidilo de las
cianoguanidinas agonistas del canal de K'arp (Figura 30). 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 obtencion es simple y rapido. En conclusion, se
puede postular que las ACIDHPMs presentaran propiedades farmacoldgicas

prometedoras como nuevos agentes con accion vasorrelajante.

R
| DA
o0 7
Rs | NH

Figura 30.- Estructura de las ACIDHPMs. Fragmento farmacoférico comin a DHPs (azul) y fragmento

farmacofdrico de las cianoguanidinas (rojo).
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4.1 Objetivo General

Sintetizar los compuestos  4-arilsustituido-2-cianoimino-3,4-dihidro-1H-
pirimidinas, para evaluar el posible efecto vasorrelajante, empleando un modelo de
corazon aislado (Langendorff). Aquella molécula que presente mayor potencia
farmacologica sera utilizada para discernir el mecanismo probable de accién mediante
el cual induce los procesos de mediacion celular involucrados en el proceso de

relajacion.

4.2 Objetivos Particulares

» Sintetizar, aislar y purificar los compuestos de interés a través de una reaccion
multicomponente y llevar a cabo su identificacion empleando métodos
espectroscopicos como: Espectrometria de Masas (EM), Espectroscopia
Infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

» Evaluacién del perfil farmacolégico como agentes vasorrelajantes de estas
nuevas moléculas, comparandolas con dos farmacos utilizados en la clinica
(Nifedipina y Pinacidilo). empleando la preparacion de Langendorff como

técnica experimental de érgano aislado.

» Estudiar el posible efecto inotrdpico positivo o negativo a través de la medicion

de la fuerza de contraccién en el corazon de rata.
> Proponer la probable via de mediacién celular, utilizando el compuesto de

mayor potencia, mediante el empleo de agentes bloqueadores de receptores

celulares con mecanismos conocidos de la funcién cardiaca.
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5.1 Sintesis de los Compuestos 4-Aril sustituido 2-Cianoimino-3,4-Dihidro-1H-
Pirimidinas (ACIDHPMSs)

5.1.1 Materiales

Todos los reactivos comerciales (Sigma-Aldrich), y solventes son grado
reactivo y se utilizan sin ningun tratamiento. Todos las reacciones se siguen por
cromatografia en capa fina (Silicagel 60F254 Merk®) y la visualizacion se lleva a cabo
con luz ultravioleta. Los puntos de fusion se determinan en un equipo Fisher-Johns.
Los espectros de IR se obtienen en un espectrofotometro Perkin-Elmer 1600. Los
espectros de H!, C®* RMN de un espectrometro Varian Mercury 300 usando
dimetilsulfoxido (DMSO-de) como disolvente y tetrametilsilano como referencia interna.
Para los espectros de RMN H*, los desplazamientos quimicos se expresan en & (ppm)
a campo bajo del tetrametilsilano. Las abreviaciones d, doble, t, triple, m, mdltiple, a,
ancha se usan para describir los patrones de sefiales observados. Los espectros de

masas de |I.E y A.R se determinan en un espectrometro MStation JMS-700 JEOL.

5.1.2 Procedimiento General para la Sintesis de 2-cianoimino-dihidro-1H-

pirimidina y derivados.

0 o (D CH,CONa.3H,0/HCI ~ ROC NH @ HCl, 50 °C, 5min.  EtO,C
+ o NH > | Js o > | I8 /’ﬂ"z
R CN EtOH/ 4 h/ 80 °C NN @ Na,COs NN o
o H H H
R=EtO (1), MeO (2). 3

Figura 31.- Reaccioén general de la sintesis [36].
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5.1.3 Procedimiento para la Sintesis de 2-Cianoimino-dihidro-1H-pirimidinas
(1y?2).

En un matraz de 100 mL se adicionan el correspondiente arenecarbaldehido
(24 mmol), el compuesto 1,3-dicarbonilico (24 mmol), cianamida (solucién acuosa al
50%, 48 mmol), acetato de sodio (24 mmol), y &cido clorhidrico conc. (37%, 0.5 mL)
en etanol (20 mL). Esta suspensién se mantiene bajo agitacion y en condiciones de
reflujo durante 4 h. Al término de la reaccion, el crudo de reaccion se concentra en un
rotavapor, el precipitado que aparece se recoge por filtracion y se recristaliza de
etanol para obtener el producto puro [36].

5.1.4 Procedimiento para la preparacion de 2-(N-carbamoilamino)-4-(2-
trifluorometilfenil)-1,4-dihidropirimidina (3).

En un matraz de 50 mL, se adicionan 10.2 mmol (2.9 g) de 2-cianoimino-5-
etoxicarbonil-6-metill-4-(2-trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina con 15 mL acido
clorhidrico concentrado (38%). Esta mezcla se mantiene en agitacion y a temperatura
de reflujo (>50 °C) durante 5 minutos o el tiempo necesario para que la suspension
inicial se vuelva transparente. Al término de este tiempo, el crudo de reaccién se
enfria, se diluye con 10 mL de agua y se trata con Na,CO; acuoso al 15% hasta
alcanzar un pH de 5-7. El precipitado se filtra, se lava con 5 ml de agua fria y se seca
para dar el ureido, el cual se purifica por placa preparativa usando AcOEt como fase

movil y disolviendo la muestra en diclorometano [36].

5.2 Evaluacién Farmacol6gica de los Compuestos Obtenidos

Animales de experimentacion: Se utilizan rata macho de la cepa Wistar de 12 a
14 semanas de edad, con peso de 220+25 g, suministradas por el Bioterio de la
Seccion de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Escuela Superior de Medicina
del Instituto Politécnico Nacional. Los animales tienen acceso al alimento y agua ad

libitum.

Soluciones: Todos los compuestos se preparan el mismo dia del experimento
en soluciones concentradas iniciales de 102 M en H,O doblemente destilada o DMSO
segln el caso, y son diluidas a las deméas concentraciones experimentales (10°-10°

M) inmediatamente antes de ser utilizadas.
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Sistema de 6rgano aislado en rata (Método de Langendorff): Este sistema
permite examinar la presién de perfusion coronaria y la fuerza de contraccion del

ventriculo izquierdo en el corazon de rata (Figura 32).

Cabe mencionar que para la calibracion de este equipo se utiliza un
baumandémetro, por lo que las lecturas de los resultados estan dadas en milimetros de

mercurio y no en gramos.

Figura 32.- Sistema de Langendorff utilizado durante todo este proyecto de investigacion.

Procedimiento quirdrgico: Una vez bajo el efecto de la anestesia, el animal se
coloca en posicidon de decubito dorsal en la tabla de diseccion y se inmoviliza. Las
costillas son seccionadas en dos cortes paralelos al eje mayor del esternén a nivel de
la linea axilar anterior, la parrilla costal es pinzada en direccion cefalica exponiéndose
de esta manera corazon y pulmones, inmediatamente después se retira el pericardio

y se diseca el tejido conectivo de la aorta ascendente, una vez disecada se sujeta con
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seda 3-0 y se corta; el corazén se sumerge en solucion de krebs fria. El corazon es
canulado a través de la aorta y conectado a un sistema de perfusion a flujo constante
(Figura 33), el cual consta de un serpentin y de una camara aislante, en el cual se
conecta el transductor de presion, que registra la presion de perfusion coronaria. La
solucion de perfusion se encuentra en un reservorio a una temperatura controlada (37°
C), burbujeada con carbdgeno (95% O, y 5% CO,) y a un pH de 7.4, ésta es
suministrada al corazon por medio de una bomba peristéltica a flujo constante. Para
medir los cambios en la fuerza de contraccion ventricular (inotropismo), se coloca
dentro del ventriculo izquierdo, un balon de latex que se conecta con un transductor de
presion, una vez que el corazén ha sido montado, el flujo coronario se ajusta a 15
mi/min (5 minutos). El corazén es estimulado eléctricamente aplicando pulsos
cuadrados de 2 milisegundos de duracién y con una frecuencia de 4.5 Hz. Con este fin
se usan como electrodos de estimulacién dos pequefias pinzas vasculares de acero
inoxidable soldadas a un cable delgado flexible. Las pinzas seran colocadas en la
auricula derecha aproximadamente a 2 mm de separacion. Posteriormente se
estabiliza con un flujo de 12 mL durante 25 minutos, después de este periodo de 30

minutos, se inician los experimentos.

Figura 33.- Montaje experimental del corazon en el sistema de Langendorff.

Evaluacién farmacoldgica de los compuestos sintetizados: Una vez sometido el
corazbn a un periodo de estabilizacion durante 25 minutos, se comienzan a
administrar los compuestos a evaluar afiadiendo 20 microlitros de estos en un periodo
de 5 minutos, después se realizan lavados por 5 minutos y asi sucesivamente
comenzando con una concentracion de 10”° M hasta llegar a una concentracién de 10™
M.



Salgado Calderon José Luis

Expresion y Tratamiento de Datos: En este tipo de experimentos, cada corazén
es su propio control. Para determinar diferencias en cada caso experimental se utiliza
analisis de varianza (ANOVA), con un factor de correccion para comparaciones
multiples de Bonferroni. Una diferencia significativa definida para valores de P menor 6
igual a 0.05.
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Sintesis de ACIDHPMs 1-3

2-Cianoimino-5-etoxicarbonil-6-metil-4-(2-trifluorometilfenil)-3,4-dihidro-1H  pirimidina
(1). Rendimiento 35%; p.f. 210-211°C; 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6/TMS): & 0.91 (t,
J=7.2 Hz), 2.38 (s, 3H,), 3.89 (q, J=7.2 Hz, 2H), 5.70 (s, 1H), 7.46-7.58 (m, 2H), 7.66-
7.76 (m, 2H), 8.61 (s,1H), 10.28 (s, 1H); 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds/TMS): & 13.6,
17.8, 50.7, 60.5 101.4, 115.2, 124.2 (*Jce=272.1 Hz), 126.5 (3Jcr=5.7 Hz), 127.1
(*Jce=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), 3297 (NH) cm™; m/z 352; H (El, 70 eV) encontrado:
352.1140, calculado para Ci¢H150,N4F5: 352.1147.

2-Cianoimino-5-Metoxicarbonil-6-metil-4-(2-nitrofenil)-3,4-dihidro-1H-pirimidina (2).
Rendimiento 68%:; p.f. 205-207 °C; *H RMN (300 MHz, DMSO-ds/TMS): & 0.93 (t, J =
7.0 Hz, 3H), 2.32 (s, 3H), 3.87 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 6.04 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.50-7.60
(m, 2H), 7.76 (ddd, J = 8.7, 7.8, 1.2 Hz, 1H), 7.95 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H), 9.16 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 10.27 (s,1H,); **C (75 MHz, DMSO-ds/TMS): & 13.7, 17.3, 48.6 , 59.7,
100.1, 115.9, 124.4, 129.3, 129.4, 134.3, 137.8,147.0, 147.4, 153.9, 164.1; IR (KBr)
1641 (C=N), 1679 (C=0), 2174 (C=N), NH (3297) cm™; m/z 329; H (El, 70 eV):
encontrado 329.1198; calculado para CisH1504Ns: 329.1124.

2-(N-carbamoilamino)-4-(2-trifluorometilfenil)-1,4-dihidropirimidina  (3). Rendimiento:
62%; p.f. 165-168 °C; 'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢/TMS): & 0.95 (t, J=6.90 Hz, 3H),
2.42 (s, 3H,), 3.94 (q, J=6.90 Hz, 2H), 5.83 (s, 1H), 7.35 (t, 1H), 7.43 (d, 1H), 7.51
(t,1H), 7.63 (d,1H), 9.73 (bs, 1H); **C RMN (75 MHz, DMSO-ds/TMS):5 13.7, 18.2,
49.5, 60.0, 100, 124.2 (*Jcr=272.1 Hz), 126.5 (*Jc=5.7 Hz), 127.1 (3J=30.6 Hz),
128.3, 128.9, 133.3, 141.4, 143.3, 148.5 153.7, 164.6; IR (KBr) 1641 (C=N), 1679
(C=0), 3297 (NH) cm™; m/z 370; HRMS (El, 70 eV) encontrado: 370.13, calculado
para CisH1703N4F3:370.1407

Los resultados correspondientes a la caracterizaciéon de las ACIDHPMs 1-3
obtenidas mediante la sintesis multicomponente empleada, son congruentes con los
resultados reportados por Hulme et al. para los compuestos obtenidos en el presente
trabajo. Asimismo, los espectros de RMN de 'H y *C y de EM, proporcionaron
evidencia suficiente de que los compuestos sintetizados, corresponden efectivamente

a las entidades quimicas deseadas con nucleo de ACIDHPM.

Investigacion de la bioactividad de las ACIDHPMs
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Se ha visto que existe un incremento en enfermedades cardiovasculares y
cronico degenerativas a nivel mundial y sobre todo a nivel nacional, la hipertension
arterial, valvulopatias, diabetes, etc. son las enfermedades que ocupan los primeros
lugares de morbi-mortalidad [1,2], ya no solo en paises desarrollados, sino que

también en paises en vias de desarrollo como es el caso de México y latinoamérica.

La sintesis de nuevos farmacos, es la opcién mas viable para la creacién de
farmacos mas potentes y con mayor eficacia para el tratamiento de enfermedades en

este caso cardiovasculares.

En el presente trabajo se sintetizaron 3 farmacos que combinan los fragmentos
farmacoféricos de la nifedipina y el pinacidilo dando origen a nuevos compuestos con
estructura de 4-arilsustituido-2-cianoimino-3,4dihidro-1H-pirimidinas, que

posteriormente fueron evaluados, mediante el sistema de Langendorff.

El modelo propuesto en el presente estudio, mide directamente la presion de
perfusién coronaria (contraccion o dilatacién coronaria), asi como también el efecto a

diferentes concentraciones de los compuestos antes mencionados.

Por lo que hay un ndmero creciente de investigadores que utilizan el sistema
de Langendorff corazén de rata aislado y perfundido para evaluar estudios de

enfermedad cardiovascular [39].

La investigacion preliminar de la actividad farmacolégica vasorrelajante de los
compuestos de interés ACIDHPM, en corazén de rata se basé en la construccién de

las curvas concentracién-respuesta.

La perfusion intracoronaria de los compuestos sintetizados ACIDHPMs 1,2y 3
asi como de nifedipina , pinacidilo y de dimetil sulfoxido, fueron realizadas en el
corazén aislado y perfundido de rata macho, a dosis crecientes desde 10 ° M hasta 10
-4

M.

Las figuras 34 y 35 se realizaron con la finalidad de observar los resultados que
esperamos obtener, la acetilcolina farmacolégicamente, tiene diversos efectos en
ciertos oOrganos y sistemas del cuerpo, en el Sistema cardiovascular produce
vasodilatacién, disminucién de la frecuencia cardiaca, disminucién de la velocidad de
conduccién del nodo sinoauricular y auriculoventricular y una disminucion en la fuerza
de contraccién cardiaca (efecto inotrépico negativo). La fenilefrina se comporta

ligeramente como un agonista adrenérgico indirecto, estimulando la liberacién de la
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noradrenalina de sus vesiculas, lo que potencia los efectos adrenérgicos dando lugar

a una vasoconstriccion de las arteriolas.

Por lo tanto en este estudio lo que esperamos observar es una vasodilatacion

como se muestra en la figura 34 correspondiente a acetilcolina.

Figura 34.- Efecto de la acetilcolina.

Figura 35.- Efecto de la Fenilefrina.

Las figuras 36 y 37 muestran las curvas que se realizaron con La finalidad de
descartar algun posible efecto del dimetilsulfoxido (DMSO) que pudieran interferir con
los resultados de los compuestos sintetizados y llegar a confundirse con los efectos de
los compuestos sintetizados ya que estos son solubles en este disolvente y con base
a los resultados obtenidos podemos decir que no ejerce una actividad vasorrelajante

gque pueda llegar a confundirnos con los ACIDHPMs.
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Figura 36.- Efecto del DMSO en la presién de perfusion coronaria.

Figura 37.- Efecto del DMSO en la fuerza de contraccion.

La figura 38 muestra de manera mas clara a el pinacidilo y la nifedipina en
comparacion con los ACIDHPMs, y podemos observar que no presentan actividad
vasorrelajante, en comparacion con la figura 34 ningun ACIDHPMs que presenta una
disminucion de los mmHg que nos hicieran referencia a una vasodilatacion que nos
diga que presentan una eficacia y por lo tanto saber cual presenta mayor potencia, por
lo que podemos decir que los ACIDHPMs 1, 2 y 3 no disminuyen la presion de

perfusién coronaria.
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Figura 38.- Efecto de las ACIDHPM 1, 2 y 3 en comparacién con la nifedipina y el pinacidilo a
concentraciones de 10 °M hasta 10 M.

El presente estudio también llevo a cabo la evaluacién del efecto inotrépico de
los ACIDHPMs 1, 2 y 3 y asi poder saber si estos pueden disminuir o no la fuerza con

la que el corazén se contrae.

Figura 38.- Efecto de las ACIDHPM 1, 2 y 3 en comparacién con la nifedipina y el pinacidilo a

concentraciones de 10 ° M hasta 10 ™ M.



Salgado Calderén José Luis == {

UNAM
CUAUTITLAN

Por lo que podemos decir que las ACIDHPMs 1, 2 y 3 en comparacién con la
nifedipina y el pinacidilo no presenta una disminucion en la fuerza de contraccion a

concentraciones de 10 °M hasta 10 * M.

Los resultados derivados de este estudio permiten establecer por una parte,
que todos los compuestos evaluados no presentaron actividad vasorrelajante, sin
embargo, podemos observar que 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 nacleo DHPM, modulan de manera importante la potencia y la
eficacia de estos compuestos, recordando que la potencia de un farmaco esta
determinada por la afinidad del compuesto hacia el receptor.

Trabajos realizados por Simona Saponara et al. Similar a este los afios 2004 y
2007 donde trabajaron con un compuesto analogo a la nifedipina 3,5-Dibenzil-4-(3-
fenoxifenil)-1,4-dihidro-2,6-dimetilpiridina (DP7) y obtuvieron resultados muy similares
a este donde al ser evaluados mediante el sistema de Langendorff reportaron que la
DP7 no ejerce ningun efecto en corazon [43, 44] lo que nos indica que las DHP son

exclusivas para el musculo liso vascular [12].

Cabe mencionar que al compuesto que presentara una mayor potencia se
utilizaria para evaluar su mecanismo de mediacién celular, ya que ninguno presento
una actividad vasodilatadora no se llevo a cabo este procedimiento, pero podemos
decir también que falta mucho por realizar con las ACIDHPMs 1, 2 y 3 ya que
solamente contamos con estudios in vitro que fueron realizados en modelos de 6rgano

aislado y estos solo nos ofrecen resultados del 6rgano en estudio.

Sin embargo el innegable interés de la quimica medicinal y el screening como
metodologia para el descubrimiento de nuevos compuestos con posible actividad
biolégica ha generado toda una serie de nuevas necesidades a los grupos de
investigacion que se aventuran en ella. Uno de los aspectos a considerar es el de la
gestién de los productos de partida necesarios para el desarrollo de nuevos farmacos

requiere tres etapas clave:

1.- El descubrimiento identificacién de nuevos principios activos, generalmente
llamados cabezas de serie.

2.- La optimizacion modificacion quimica del compuesto cabeza de serie.

3.- El desarrollo optimizacién de los procesos que permitan la obtencion del
farmaco en grandes cantidades optimizacion de sus propiedades farmacocinéticas, de

forma que resulten mas adecuadas para su uso terapéutico.
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Por lo que la modificacién estructural constituye una estrategia clasica para el
desarrollo de nuevos farmacos, orientada a obtener, a partir de compuestos activos,
otros con otras caracteristicas tales como mayor potencia, mayor indice terapéutico,
mayor biodisponibilidad o, simplemente, encontrar un nuevo compuesto activo no

patentado.

El origen del prototipo activo sobre el que se realiza la modificacion puede ser
muy variado: un ligando natural, una droga patentada por una compafiia farmacéutica
competidora (drogas “me too”/ “semejante a”), un compuesto hallado por screening
sistematico, observacién de un efecto adverso conveniente, etc. [40]. Dentro de esta
estrategia encontramos a su vez distintos tipos de modificaciones clasicas tales como
homologacion, ramificacién, ciclacion, apertura de anillos, adicion de un escudo
estérico, transformaciones que involucran anillos y modificaciones guiadas por el

concepto de bioisosterismo [41].

El corazén aislado perfundido Langendorff sirvi6 como un modelo sélido para
muchos descubrimientos fundamentales en fisiologia cardiaca, patologia vy
farmacologia durante mas de 100 afios. Sélo unos pocos modelos experimentales han
disfrutado de tal popularidad, no ha disminuido durante tanto tiempo. Sigue siendo uno
de los disefios experimentales mas populares en la investigacion cardiovascular
cardiovasculares y la farmacologia. Las desventajas del modelo que puede sufrir son
compensadas por sus beneficios y la técnica posee un equilibrio 6ptimo entre la

calidad y la cantidad de datos con relevancia clinica [42].
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» Se logro sintetizar compuestos con nacleo de ACIDHPM mediante una
sintesis multicomponente, asimismo se comprobd la identidad quimica
de estas moléculas generadas en virtud de los resultados obtenidos en

sSu caracterizacion.

» Se comprobd que las ACIDHPMs 1, 2 y 3 no presentan propiedades
farmacoldgicas como agentes vasorrelajantes ni efecto inotropico en
corazén, lo anterior debido a que en los estudios de érgano aislado no
se observé la disminucion en presion de perfusion coronaria ni
variaciones en la fuerza de contraccién cardiaca. Por lo que no se llegé

a establecer la posible via de mediacion celular de dichos compuestos.
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» Realizar estudios in vivo para poder evaluar el efecto antihipertensivo de estos
compuestos, asi como pruebas de toxicidad aguda para poder realizar estos

estudios.

» Realizar otras pruebas en donde podamos evaluar su efecto sobre otras
fisiopatologias en las que se vean involucrados canales i6nicos como en la

epilepsia.
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