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Este trabajo se desarrolld en el Laboratorio de Investigacion en Sintesis de Farmacos, L-9
Planta Alta de la Unidad Multidisciplinaria de Investigacion Experimental de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza-UNAM, bajo la supervisidon y direccién de la M. en C. Maria

Patricia Shirley Demare Negrete y el Dr. José Ignacio Regla Contreras.

Hasta el momento, de este trabajo se han derivado dos participaciones en congresos

nacionales y una publicacion:

Participacion en el LIV congreso nacional de Ciencias Fisioldgicas 2011 con el trabajo
“Efecto de dos nuevos derivados diazabiciclicos de la ranolazina sobre las respuestas

vasomotoras de anillos de aorta de ratas”.

Participacion en el VII congreso de Investigacion de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza UNAM 2011 con el trabajo “Sintesis y evaluacidn farmacolégica de un nuevo

hibrido diazabiciclico de ranolazina y metoprolol”.

Paredes-Carbajal Cristina, Monsalvo Ivan, Hernandez-Diaz Carlos, Regla Ignacio, Demare
Patricia, Mascher Dieter. Effects of Ranolazine on Vasomotor Responses of Rat Aortic
Rings. Archives of Medical Research, 2012. Article in press, (ARCMED-D-12-00385). (Anexo
11.8).
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“iTriste época la nuestra!

Es mads fdcil desintegrar un atomo que un prejuicio”

Albert Einstein
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1. INTRODUCCION
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Las enfermedades cardiovasculares constituyen una de las primeras causas de muerte a
nivel mundial y se pronostica que lo seguiran siendo, debido al crecimiento de éstas en
paises que se encuentran en vias de desarrollo y al incremento en la proporciéon de
personas de edad avanzada en el mundo. Este grupo de padecimientos se clasifican en

. 1
cuatro tipos generales:

1. Enfermedades vascular-periféricas.
2. Isquémicas.

3. Cerebro-vasculares.

4. Otros.

Uno de los mas frecuentes padecimientos de tipo vascular-periférico es la hipertensién
arterial (HA), la cual esta definida como una alteracién de la presiéon sanguinea normal,
que ocurre cuando las arteriolas se estrechan, lo que hace que la sangre ejerza una
presion excesiva sobre las paredes de los vasos;? una alternativa para el tratamiento de
dicho padecimiento es el metoprolol (figura 2a), un compuesto antagonista selectivo de
los receptores B; adrenérgicos.® La degradacién del sistema cardiovascular causada por
HA es una de las causas principales de cardiopatias isquémicas (Cl’s), las cuales, junto con
las enfermedades cerebro-vasculares, inducen alrededor del 60% de las muertes causadas

por padecimientos cardiovasculares.’

En el grupo de las Cl's se encuentra la angina de pecho, la cual es un desorden en el
aprovechamiento de oxigeno y nutrientes en el tejido cardiaco.” En junio de 2006 la
Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) aprobé el uso
de ranolazina (figura 2a) en el tratamiento de esta enfermedad, siendo el primer farmaco
autorizado en mas de 20 afios en los Estados Unidos para este padecimiento.5 El
mecanismo de accién de ranolazina no esta totalmente dilucidado, pero se ha demostrado
que inhibe el flujo tardio de Na" en las células del tejido cardiaco, provocando un

incremento en la entrada de Ca”* a través de las bombas de Na*/Ca**".®

En la busqueda de mejorar la calidad de vida para los pacientes con enfermedades

cardiovasculares, el desarrollo de tratamientos farmacolégicos mas eficaces adquiere un
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papel de gran importancia, debido a la necesidad de nuevos y mas activos medicamentos

cardiovasculares, con menos efectos secundarios.

El disefio de compuestos con actividad biolégica puede realizarse empleando diversas
estrategias, entre las cuales se encuentra la modificaciéon estructural de farmacos y el
anadlisis computacional para generar nuevos compuestos. Otra manera de crear nuevas
moléculas con actividad farmacoldgica es por medio de la hibridacién de dos o mas
farmacos; un ejemplo de ello es la sintesis de benzazepinonas como agentes bradicardicos
hibridos de zatebradina y el nucleo fenoxiaminopropanol de compuestos antagonistas de

receptores B-adrenérgicos (figura 1).’

___________________
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Figura 1. Estructura de Zatebradina, del nucleo fenoxiaminopropanol de compuestos antagonista
de receptores B-adrenérgicos y del compuesto hibrido.

El presente trabajo describe la sintesis de un nuevo compuesto diazabiciclico analogo a
ranolazina que sustituye el fragmento de piperazina, presente en este farmaco, por el
sistema (15,45)-2-bencil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (figura 2c); la sintesis quimica del
epimero (S,S,5) del andlogo diazabiciclico (figura 2d); la sintesis de la mezcla epimérica de
un hibrido de ranolazina-metoprolol que integra el sistema (1S,45)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano (figura 2b) y la resolucidon quimico-enzimatica del oxirano

precursor de este hibrido.
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Ranolazina Metoprolol

) @VOWG R

_________________

N i OH 0)
i N .

Figura 2. a) Estructuras de ranolazina y metoprolol; b) hibrido diazabiciclico; c) analogo

diazabiciclico de ranolazina; d) epimero (S,S,S) del andlogo diazabiciclico.
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2. FUNDAMENTACION TEORICA
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2.1 Cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica es una condicién que consistente en un desequilibrio entre la
oferta y la demanda de oxigeno y nutrientes en los tejidos del corazon. Las causas son
diversas, pero entre las principales se encuentra la obstruccidn temporal de las arterias
coronarias (ateroesclerosis). Un cambio en la dieta, aunado a un tratamiento
farmacoldgico eficiente, disminuye el déficit de oxigeno suministrado al corazén, lo cual
reduce el riesgo de presentar episodios isquémicos y conlleva a una mejora en la calidad
de vida del paciente; sin embargo, existe un nimero creciente de pacientes que presentan

tolerancia a los tratamientos farmacoldgicos disponibles para este tipo de sindrome.*®
2.1.1 Clasificacion

Existen tres tipos de cardiopatias isquémicas: Angina de pecho crénica estable, angina

inestable e isquemia coronaria silenciosa.

e Angina de pecho crénica estable
Se manifiesta como un malestar doloroso localizado en el pecho o en sus areas
adyacentes debido a la baja en el suministro de oxigeno, pero sin generar necrosis en el
tejido del miocardio; este padecimiento es acompafado por sintomas como mareos,
debilidad y angustia. El malestar dura entre 5 y 20 minutos y puede ser provocado por
esfuerzos, respiracion profunda, movimiento del torso o del brazo izquierdo y desaparece
con reposo.

e Anginainestable
Consiste en la presencia de dolor en el area donde se localiza el corazén; el dolor no esta
relacionado con el ejercicio y puede haber o no antecedentes de infarto. Aunque el dolor
es semejante al de la angina de pecho crénica estable, la angina inestable se caracteriza
por una mayor intensidad y duracién; el tratamiento con reposo sélo produce mejoria
temporal e incompleta, lo cual requiere de un tratamiento farmacoldgico especifico para

eliminar los sintomas.

IVAN MONSALVO MONTIEL 14
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e Isquemia coronaria silenciosa
Existen dos tipos de isquemia coronaria silenciosa: la denominada tipo 1, la cual se
presenta en pacientes con dafio grave en las arterias coronarias, y la tipo 2, la cual se
presenta en pacientes con angina crénica, inestable o variable. Ambos tipos presentan

. . . .. 4
episodios de isquemia indolora.*

2.1.2 Incidencia

La cardiopatia isquémica es actualmente la primera causa de muerte en los paises
desarrollados, en los cuales murieron 6.3 millones de personas por este padecimiento
durante 1990, y se prevé que para 2020 se tengan similares indices de incidencia en

muchos paises en vias de desarrollo.’

En México es la primera causa de morbilidad y una de las primeras de mortalidad, debido
al estilo de vida de sus habitantes y, segln reportes recientes, su incidencia podria
aumentar en los siguientes afos, ya que enfermedades que son cada vez mas frecuentes
en México, como obesidad, diabetes mellitus e hipertensidn, son factores determinantes
para el desarrollo de la cardiopatia isquémica.’® El 70% de los pacientes que presentan
angina son varones y se encuentran entre los 50 y 70 afios; cuando se presenta en
mujeres, los factores de riesgo, entre los cuales estd el tabaquismo, diabetes mellitus,

obesidad o estrés, son mas significativos.4
2.1.3 Tratamiento

El tratamiento depende del tipo de cardiopatia isquémica y de la combinacién con otros
padecimientos que presente el paciente, el cual debe ser valorado individualmente con

respecto a cuatro areas:

1. Correccién de los factores de riesgo coronario

Valoracion y tratamiento de los padecimientos vinculados a la cardiopatia isquémica.

IVAN MONSALVO MONTIEL 15
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2. Medidas generales y correccién del estilo de vida
Se refiere a la mejora en el tipo de alimentacion y la implementacién de medidas que
mejoren el funcionamiento del sistema cardiovascular (disminuir el estrés, realizar

ejercicio, etc.).

3. Angioplastia coronaria o cirugia de puente coronario

Procedimientos quirurgicos correctivos.

4. Medicacion farmacoldgica
Los tratamientos mas comunes implican la administracidon de nitratos, los cuales inducen
la relajacién del musculo cardiaco, lo que provoca vasodilatacion de las arterias coronarias

y de la red venosa.’

2.1.4 Ranolazina

La ranolazina es un farmaco actualmente empleado en el tratamiento de las Cl’s, el cual
fue aceptado por la FDA en los EU en junio de 2006 para el tratamiento de angina de
pecho crénica, debido a los resultados obtenidos en ensayos clinicos, los cuales mostraron
gue este compuesto presenta una mayor actividad anti-anginosa y anti-isquémica que los
farmacos hasta entonces utilizados.” Actualmente se administra como diclorhidrato en
forma racémica por via oral, en dosis que van de 90 a 120 mg por dia y por via

intravenosa, 50 a 250 ug por dosis.®
2.1.4.1 Propiedades

El diclorhidrato de ranolazina [95635-56-6], [N-(2,6-dimetilfenil)-4-[2-hidroxi-3-(2-
metoxifenoxi)propil]-1-piperazinileacetamida*2HCI] (figura 3), es un producto cristalino

blanco soluble en agua, con punto de fusién de 164-166 °C.*

IVAN MONSALVO MONTIEL 16
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Figura 3. Estructura de ranolazina.

2.1.4.2 Método de sintesis

La revisién de rutas sinteticas de ranolazina, realizada mediante SciFinder, arroja un
resultado de mas de 30 fuentes primarias, la mayoria de ellas patentes con no mas de diez
afios de antigliedad; pocos son reportes de revistas indexadas, los cuales en su mayoria
describen la obtencién de los enantidmeros mediante resoluciones enzimaticas. Entre
estas publicaciones se encuentra un método sencillo de preparacién del racemato y los
enantiomeros de ranolazina reportado por Riise Moen y col.,*? en el cual emplean como
materia prima a la 2,6-dimetilanilina, que mediante una serie de reacciones genera el

racemato de Ranolacina con buen rendimiento global (esquema 1).
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Esquema 1. Sintesis convencional del racemato de ranolazina.™
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2.1.4.3 Mecanismo de accion

Aunque el mecanismo de accion de la ranolazina no esta totalmente dilucidado, se ha
encontrado que inhibe la corriente tardia de sodio en las células del musculo cardiaco,
provocando un incremento en la entrada de Ca’" a través de las bombas de Na+/Ca2+, lo
cual tendria como consecuencia una inestabilidad eléctrica y disfuncién mecanica del
musculo cardiaco, provocando disminucién en la contraccion y aumento en la presién

diastodlica.b

La ranolazina también podria tener otro mecanismo de accion: los estudios han sugerido
que puede inhibir parcialmente la oxidacidon de acidos grasos, lo cual provocaria un
cambio en el metabolismo, dirigiéndolo hacia el aprovechamiento de glucosa durante la
isquemia, aunque no se sabe qué tanta influencia tendria este efecto a favor de la

actividad anti-anginosa de dicho farmaco.®
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2.2 Hipertension arterial (HA)

La presion arterial es la presion que ejerce la sangre contra la pared de las arterias; es
imprescindible para que circule la sangre por los vasos sanguineos y aporte el oxigeno y
los nutrientes a todos los érganos del cuerpo. La presidn arterial se mide normalmente en
milimetros de mercurio. En adultos jévenes y sanos es de aproximadamente de 120
mmHg durante la sistole (contraccién del corazén) y desciende a 80 mmHg con la didstole

(relajacion del corazon).

La HA es una alteracion de la presidon sanguinea normal, que ocurre cuando los vasos
sanguineos pequeios (arteriolas) se estrechan (ateroesclerosis, descarga de adrenalina,
etc.), lo que hace que la sangre ejerza una presion excesiva sobre las paredes de los

vasos.’

2.2.1 Clasificacion
La HA se puede clasificar®® de acuerdo a los valores de presién arterial en:

e Normal: sistélica < 120 y diastélica < 80.
e Prehipertension: sistélica 120-139 y diastdlica 80-89.
e Hipertension fase 1: sistdlica 140-159 y diastdlica 90-99.

e Hipertension fase 2: sistélica > 160 y diastdlica > 100.

Segun su etiologia, la hipertension se categoriza como:

e Primaria o esencial
Es un aumento sostenido de la presién sanguinea que no tiene ninguna causa aparente.
Representa el 90 — 95 % de los casos y suele presentarse en la edad adulta, tipicamente en
edades superiores a 40 afios. Hay varios factores de riesgo asociados, como son:
predisposicion genética, obesidad, altos niveles de colesterol, alta ingesta de sal (NaCl),

gran consumo de alcohol e inactividad fisica.
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e Secundaria
La hipertensiéon secundaria, en la cual existe una alteracién organica o fisioldgica
especifica y potencialmente susceptible de ser corregida (renopatia, diabetes, etc.),

representa el 5% de todos los casos.**

2.2.2 Incidencia

En la actualidad, la hipertensién arterial afecta a mas de 8 millones de personas en México
y es una de las principales causas de mortalidad en nuestro pais. La prevalencia de la HA
va en aumento (en el afio 2000, tres de cada diez personas de entre 20 a 60 afios); en
consecuencia, es la enfermedad cardiovascular mas frecuente, siendo un factor de riesgo
para estados agudos de enfermedad arterial coronaria y accidentes cerebro-vasculares.
Asi, las enfermedades cardiovasculares ocupan el primer lugar de morbimortalidad en el
pais; ademas, en aproximadamente 90 % de los casos se desconocen las causas, aunque
se han descrito varios factores de riesgo, como la obesidad y la diabetes mellitus entre

otros.™
2.2.3 Tratamientos

El tratamiento depende en gran parte del tipo de hipertensiéon, ademas de otras

afecciones que presente el paciente. Hay tres tipos principales de tratamiento:

e Diuréticos
Los diuréticos son farmacos cuyo efecto sobre el organismo (concretamente sobre el
rindn) es aumentar la excreciéon de orina. Esto lo consiguen en general aumentando la
eliminacion renal de cloruro sédico, al que sigue pasivamente, por un mecanismo
osmotico, el agua. Como resultado de la pérdida renal de sal y agua, se produce un
aumento de volumen de orina, con la consiguiente pérdida de volumen sanguineo y
disminucién de la presidn arterial. Generalmente, el primer medicamento de eleccién en
la hipertensién arterial es un diurético. Algunos ejemplos de farmacos diuréticos son:

acetazolamida, eplerenona y manitol. *®
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e Antagonistas de calcio
Los antagonistas del calcio son un grupo muy heterogéneo de farmacos que inhiben
selectivamente el flujo de la entrada de Ca’* a través de los canales celulares
dependientes de voltaje. El descenso de la concentracién de calcio libre citosélico en las
células musculares lisas arteriolares ocasiona la disminucion del tono contractil, de la
resistencia vascular y por tanto, de las cifras de presion arterial. Algunos farmacos
antagonistas de calcio usados en la actualidad son: nitrendipino, amlodipino, diltiazem y

verapamilo.®

e Beta-bloqueadores
Los bloqueadores de los receptores B adrenérgicos son farmacos con gran especificidad y
afinidad por ellos. Estos receptores se agrupan en tres categorias (B1, B> y B3) y el tipo de
blogueo que presentan es competitivo, debido a que se revierte al aumentar la
concentracion del agonista. Algunos ejemplos son: propanolol, oxoprenolol, alprenolol,

practolol, metoprolol, timolol y atenolol.*’
2.2.4 Metoprolol

El metoprolol pertenece al grupo de medicamentos llamados bloqueadores beta y es un
farmaco actualmente ocupado en el tratamiento de la HA, esto debido a que es un
inhibidor selectivo de los receptores [B; adrenérgicos. Este compuesto es utilizado en

forma racémica como tartrato o succinato de metoprolol.?
2.2.4.1 Propiedades quimicas y fisicas

El metoprolol [37350-58-6], [1-[4-(2-metoxietil)fenoxi]-3-[(1-metiletil)lamino]-2-propanol]
(figura 4), es un antagonista selectivo de los receptores B; adrenérgicos, utilizado en el
tratamiento de la hipertension arterial y angina de pecho. Es empleado como mezcla
racémica, aunque el enantidmero activo es el (S), siendo 270 veces mas potente que el
enantidmero (R), el cual es causante de efectos secundarios, como vértigo y

alucinaciones.™
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OH

H
Nenaes
H,CO CHs

Figura 4. Estructura de metoprolol.

2.2.4.2 Métodos de sintesis

La mayoria de las metodologias descritas en la literatura parten del 4-(2-metoxietil)fenol y
epiclorhidrina para generar 2-(4-(2-metoxietil)fenoxi)metiloxirano, el cual es sometido a
reaccidon con isopropilamina para formar metoprolol. La tecnologia mas recientemente
reportada para la obtencion de este compuesto, describe la reaccion entre 2-(4-(2-
metoxietil)fenoxi)metiloxirano e isopropilamina en etanol a 240° C/500 psi por 15

segundos, con rendimiento de 91 % (esquema 2).*®

OH H
~o
e} Etanol
/\/©/Ov<| Isopropilamina
~ 240 °C, 500 psi
o i5s OH ™Y oH
O\)\/NA
/\/©/ O 9%
o

|

—0

Esquema 2. Sintesis de metoprolol.

2.2.4.3 Mecanismo de accion

Las catecolaminas son una familia de moléculas que en su estructura integran un
fragmento proveniente del catecol y un grupo amino; son compuestos que actuan sobre
receptores a o B adrenérgicos y que provocan, entre muchas otras cosas, contracciéon del

musculo cardiaco. Los compuestos antagonistas de los receptores adrenérgicos tipo B son
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farmacos que inhiben competitivamente los efectos de las catecolaminas, causando
relajacién del musculo liso y consecuentemente vasodilatacion, bronco-dilataciéon y
estimulacion cardiaca. Son estructuralmente similares a las catecolaminas enddgenas
(adrenalina) y al isoproterenol, los cuales presentan un anillo aromatico con una cadena

de amino-alcohol (en especifico una cadena de N-alquiletanolamina) (figura 5). *°

X_O\ HODY -

= R - J\
(@) N HO N HO N
/Y\H OH H OH H

HO

a) b) c)
Figura 5. a) Estructura base de B-bloqueadores; b) adrenalina y c) isoproterenol.

El hidroxilo en la cadena alifatica central influye en la afinidad por los receptores B,
mientras que los sustituyentes en el anillo aromatico son asociados a diferencias en los

efectos farmacoldgicos provocados.’®?

El metoprolol actia sobre los receptores B,
localizados principalmente en el corazén. Al disminuir o inhibir el efecto estimulante de las
catecolaminas en el corazén, da como resultado una reduccién de la frecuencia y de la

contractilidad cardiaca.?
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2.3 Enzimas

Las enzimas son compuestos proteicos que pertenecen a un grupo muy amplio de
catalizadores naturales, producidos por células para promover reacciones quimicas
propias de los seres vivos. Un catalizador es una sustancia que altera la energia de
activacidon de una reaccion, modificando su velocidad y/o selectividad, y regenerandose al
final de ésta. La energia de activacidn es la cantidad de energia necesaria para inducir en
las moléculas un estado reactivo, y asi sobrepasar la barrera energética que impide que las

reacciones se den de manera espontanea (figura 6).

Reaccion sin catalizador

- - - - Reaccion con catalizador

Energia

W

Transcurso de la reaccion

Figura 6. Diagrama que muestra la barrera energética seguida en una reaccion sin catalizador y
con un catalizador que disminuye la energia de activacion.

Las enzimas son especificas para cierto tipo de sustratos, lo cual estd intimamente

relacionado con su estructura tridimensional.

Para que una enzima catalice una reaccion, el sustrato debe unirse al sitio activo; a esta
union se le llama complejo enzima-sustrato y el resultado es la disminucién de la energia
de activacidn, lo que lleva a la formacion del producto y la regeneracion de la enzima

(figura 7).
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(Complejo

enzima-sustrato) /'\. (Complejo

ES EP enzima-producto)

P

(Producto
de reaccion)

S =

E
Enzima

Figura 7. Diagrama de accidn catalitica de una enzima.

2.3.1 Aplicacion en sintesis organica

El estudio de las enzimas es de suma importancia para la comunidad cientifica y la
sociedad en general, ya que son usadas en muchos procesos industriales, como en la
fabricacidon de bebidas y alimentos. En épocas modernas, el papel de las enzimas en la
preparacion de productos de insumo y en la fabricacién de productos quimicos se ha
ampliado enormemente. Hoy en dia las aplicaciones de las enzimas son muy variadas,
como es el caso de: sintesis estereoespecificas, produccién de detergentes, preparacion

de liquidos para limpieza de lentes de contacto, elaboracién de lacteos, etc.”?

Entre las enzimas mas ocupadas en sintesis organica y en procesos industriales se
encuentran las hidrolasas.?* Se estima que mas del 70% de las enzimas empleadas en la
industria pertenecen a este grupo. Las hidrolasas catalizan la hidrdlisis selectiva de enlaces
de tipo C-O, C-N e incluso de enlaces tipo P-O. Son enzimas comercialmente disponibles,
gue no requieren cofactor y que presentan una gran versatilidad catalitica, puesto que
pueden adoptar diversas conformaciones, lo que les permite acomodar en su centro
activo una amplia variedad de sustratos.? Dentro de este grupo de enzimas destacan las
amidasas, estearasas, proteasas, nitrilasas y especialmente las lipasas, que catalizan la
hidrdlisis de amidas, ésteres, péptidos, nitrilos y triglicéridos, respectivamente. En la
quimica orgdnica, las enzimas tienen gran aplicacién en reacciones estereoselectivas y

enantioselectivas; ejemplo de ello es la sintesis del acido 12-fenilacetilricinoleico
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(esquema 3b) mediante una hidrélisis regioselectiva del 12-fenilaceltilricinoleato de metilo

(esquema 3a).%

O
= o~ =
Lipasa ‘
Om/\© @)

O
OH
] 10®

(a) ()

Esquema 3. Sintesis de acido 12-fenilacetilricinoleico.

Otro ejemplo es la resolucién de alcoholes racémicos mediante la transesterificacion de
sustratos, como son el estearato de vinilo o el acetato de vinilo; un ejemplo es la

resolucién de la mezcla racémica de clorohidrina del epdxido precursor del metoprolol

/O/\/O\
cl” "o

con lipasa (esquema 4).%’

H3C(CH2)16\”/C_)
O 0
oY o ~
OH H3C(CH2)16\H,O /@/\/O\
0
cl /\ﬁo
OH

Esquema 4. Resolucién enzimatica de clorohidrinas de epdxido de metoprolol.

2.3.2 Lipasa B de Candida antartica (CalLB)

Una enzima altamente utilizada en la biocatalisis es la CalLB, debido al amplio grupo de
reacciones que puede catalizar (figura 8); un ejemplo es la amidacion regioselectiva de 12-
fenilacetilricinoleato de metilo con vainillilamina recientemente reportada por Regla y

colaboradores.”®
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Figura 8. Tipo de reacciones catalizadas por CalB.

La CalB tiene un limite de eficiencia en temperatura de hasta 80 °C en su forma
inmovilizada Novozym® 435, y puede ser empleada con disolventes orgéanicos, gracias a su
resistencia a la desnaturalizacién en ellos.” La preferencia enantiomérica de la CaLB hacia
el enantiomero (R) en reacciones con alcoholes secundarios permite predecir la

estereoquimica de los productos.® El mecanismo de accién de la CaLB se puede describir

s . 1
basicamente en tres etapas:*

1. El ataque nucleofilico del grupo hidroxilo de una serina ubicada en el sitio activo de

la enzima sobre el grupo carbonilo, para la formacién del intermediario tetraédrico

(figura 9).
91 As
oL fsp Thr 82 N Thr 82
8 (I) | Val 135 8 c|> | Val 135
P NH A 7~ NH NH
H / s H\ / s
H H H H
\\\\\\ Il
\\\\ lI
Asp 203 )OQ Asp 203 Vo
Rl Rl\
0~ 30 ~077 R, o L? 8) R2
1
6’ HO N N-Heo H\%H-—-o
\
— ‘Ser 144 /\:f Ser 144
257 His 257 His

Figura 9.*!

2. Formacion del complejo sustrato-enzima (figura 10).
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8 (I) | \I/al 135 8\ 6 | \I/al 135
o NH NH N NH NH
NHoH "H oo
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Rl\ S) \
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0 ;’,) 2 o O‘\ Ry o\H O)‘ 2
I \ /% \
H—N ~N Ser 144
):/ Complejo
257 His ACIL-ENZIMA
(enzima-sustrato)

257 His

regeneracién del sitio activo (figura 11).

Figura 103

1

3. El ataque nucleofilico sobre el complejo sustrato-enzima; formacion del producto y

91 Asp 91 Asp
| Thr 82 | Thr 82
8\ CI) | Yal 135 8\\ 6 | Yal 135
“SoU /7 NH NH “So. /7 NH NH
H ! ’ H ! s
H H H, H
N 1 N\ 1
\\ I/ \\ I/
. II /—\.. A 203 N II
Asp 203 P sp Y
Nu. (0]
e L\ R R3/ H e ?r R2
O C‘) 2 —_— O C‘) NIB_R3
\ O \
NN A O ‘H
H=N" N ‘Ser 144 H=N" SN
/\zf /\zf Ser 144
257 His 257 His
O
)J\ 91 Asp
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é 8\ (I) | \Ilal 135
° 91 Asp SO NHH
Producto | Thr 82 H H
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\\H/ l\lH NH AN
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2.4 Sistema (15,4S5)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano

Dentro de la quimica organica, una de las areas mas estudiadas y desarrolladas ha sido la
heterociclica, debido a las propiedades estructurales y bioldgicas que induce la presencia
de heterodtomos en moléculas ciclicas. El sistema (1S,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano,
descrito por primer vez en 1966,% es estructuralmente equivalente a una piperazina, pero

con equilibrio conformacional restringido (figura 12).

H
N
@ [ ) (b) Hﬂb
N H
H
Figura 12. (a) Piperazina; (b) 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.

El sistema diazabiciclico ha sido incorporado en algunas moléculas de caracter medicinal,
como son ciertas quinolinas con actividad antibacteriana; tal es el caso de la

danofloxacina, un analogo diazabiciclico de la ciprofloxacina (figura 13).>*3

Ciprofloxacina Danofloxacina

Figura 13. Estructuras quimicas de la ciprofloxacina y danofloxacina, esta ultima sustituye el
fragmento de la piperazina por el sistema diazabiciclico.

Otro compuesto que contiene el sistema diazabiciclico en su estructura es el analogo de

la dietilcarbamazina, el cual presenta actividad antifilarica (figura 14).%

o O
] (\NE)J\N/\ : TN
i/N\)E k E /N E K
Dietilcarbamazina Analogo diazabiciclico

Figura 14. Estructuras de la dietilcarbamazina y su analogo diazabiciclico.
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La ranolazina (figura 15a), cuenta con un anillo de piperazina, el cual sufre cambios de
conformacidon como resultado de dos tipos distintos de procesos: la inversion piramidal de

los sustituyentes del nitrégeno (inv-N) y la inversion del anillo (inv-Anillo) (figura 15b).%

/
@]
....... o)
(@ VAR
|N NI
HN L
(@]
Ranolazina
Q H
H \—\-H inv-N N——\ inv-N @
N b
0 H
(b) inv-Anillo inv-Anillo inv-Anillo
" N
Q /T inv-N ! & H. /—~—N-H
H ) 0

Figura 15. (a) Estructura quimica de la ranolazina, compuesto utilizado en el tratamiento de
angina de pecho, que incorpora un anillo de piperazina. (b) Equilibrio conformacional de la
piperazina.

El sistema diazabiciclico no sufre la inversion del anillo, debido al puente de metileno que
le confiere rigidez, aunque sigue presentando la inversidn piramidal del nitrégeno (figura
16b), ademas de integrar dos centros estereogénicos. En base a estas caracteristicas, el
disefio de compuestos que integren el sistema diazabiciclico en sustitucién del fragmento
de la piperazina es la puerta a un campo amplio de investigacion;®’ un ejemplo es el
nuevo analogo diazabiciclico de la ranolazina que se sintetiz6 como uno de los objetivos

de este proyecto (figura 16a).
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pmmmmme- .HO o@
(@) _)J

Analogo biciclico de la Ranolazina

(b) Q Nb inv-N Q Nb inv-N HBB
N 4 H — N-H

4
; 0 0

Figura 16. (a) Estructura quimica del analogo diazabiciclico de la ranolazina. (b) Equilibrio
conformacional del sistema diazabiciclico.

IVAN MONSALVO MONTIEL 31



SINTESIS QUIMICO-ENZIMATICA DE NUEVOS ANALOGOS DE RANOLAZINA Y METOPROLOL
CON POTENCIAL ACTIVIDAD CARDIOVASCULAR

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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En vista de lo descrito previamente, existe la necesidad de desarrollar farmacos
antiisquémicos mas activos y con menores efectos colaterales, por lo que se propuso la
sintesis quimico-enzimatica de una serie de compuestos que incorporen fragmentos
farmacdforos de Ila estructura de ranolazina y de metoprolol, y adicionalmente
reemplacen el fragmento de piperazina por el sistema (1S,45)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano (figura 17), esperando encontrar un tratamiento farmacoldgico

adecuado que detenga el avance de la cardiopatia isquémica.

R1

H
N

H TN OH R3

N ~

\[]/\N/\ OH (@] (@] %N\)\/O
2
i R
Ranolazina 1. Ry y Ry=CH,, R3=OCHg, R,=H 4

2. Rl Yy RZ:CHz, R3:H, R4:CH2CH20CH3
3. Ry y Ry=CH,, R3=OCHj, R;=H

Figura 17. Ranolazina y andlogos propuestos.
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4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo general

Sintetizar dos analogos diazabiciclicos de ranolazina y un hibrido de ranolazina-
metoprolol en los que se sustituya el fragmento de piperazina por el sistema (1S,4S)-

2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.

4.2 Objetivos particulares

1. Sintetizar (+)-ranolazina (rac-7).

rac-7

éamw;é

2. Sintetizar la mezcla epimérica de un analogo de ranolazina en el que se remplace

el fragmento de piperazina por el sitema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano

H
N OH o
L,

[(S,S,5)(S,S,R)]-10

3. Sintetizar la mezcla epimérica del hibrido de ranolazina-metoprolol [(S,S,5)(S,S,R)]-
13, en el cual se incorpora el sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano en

sustitucion del fragmento de piperazina.

ey

[(5,5,9)(S,S,R)]-13
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4. Sintetizar el epimero analogo de ranolazina (S,S,5)-10, en el que se sustituye el

framento de piperazina por el sistema (15,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.
H ~
N\n/\MEw C:)H o)
O N _~_O
(S,S,S)-10

5. Realizar la sintesis quimico-enzimatica del epodxido quiral del 2-{[4-(2-

metoetil)fenoxilmetil}oxirano [(R)-13].
o~
(R)-13

6. Remitir una muestra de 200 mg de cada uno de los compuestos [(S,S,S)(S,S,R)]-10,
[(S,S5,5)(S,S,R)]-13 y (S,S,5)-10 para su evaluacion farmacolégica preliminar como

potenciales agentes antianginosos.
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5. HIPOTESIS
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Es posible sintetizar los andlogos diazabiciclicos de ranolazina [(S,S,S)(S,S,R)]-10, (S,S,S)-10
y el hibrido diazabiciclico de ranolazina-metoprolol [(S,S,S)(S,S,R)]-13, con potencial
actividad como agentes antihipertensivos y antiisquémicos, a partir de materias
comercialmente disponibles y aplicando métodos quimicos y enzimaticos de sintesis.
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6. MATERIAL Y METODOS
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6.1 Métodos y técnicas generales

Se empled Lipasa B de Candida antarctica (CaLB) en su forma inmovilizada Novozym® 435
qgue fue un donativo de la empresa Novozymes® México. Los reactivos y materias primas

fueron adquiridos de Aldrich®.

El curso de las reacciones se siguid por cromatografia en capa fina, empleando como fase
estacionaria gel de silice; los reveladores que se utilizaron son: radiacién ultravioleta
254/366 nm y vapores de yodo. Para las columnas de cromatografia se empleé como fase

estacionaria gel de silice flash (malla 230 — 400).

La purificacién de muestras para andlisis de resonancia magnética nuclear (RMN), HPLC,
rotacidon optica y espectrometria de masas se realizaron en un equipo HPLC-preparativo
Biichi mod. C-615 con detector UV mod. Monitor C-630. Los productos se caracterizaron
por RMN de 'H y *C realizada en un equipo JEOL Eclipse a 300 MHz, empleando
tetrametilsilano como referencia interna y como disolventes se emplearon CDCl;, DMSO-
dsy D70, los desplazamientos quimicos (8) estan expresados en partes por millén (ppm) a
partir del tetrametilsilano. Para las reacciones enzimaticas se empled una incubadora con
agitacion orbital Heidolph mod. Unimax 1010. Las espectrometrias de masas fueron
determinadas en un equipo JEOL mod. JMS — SX102A. Para la determinacion de los
excesos enantioméricos se empleé un equipo HPLC Waters mod. 600E con detector de UV
mod. 486. Las rotaciones dpticas se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer mod.
341 utilizando una celda de 1 dm de longitud. Para la medicion se utilizo la linea-D del
sodio (589 nm), a la temperatura del compartimiento de muestra del aparato (20°C) y con
concentraciéon del 1% p/v. Las rotaciones especificas se reportan junto con el disolvente

empleado, asi como la concentracion de la muestra en % p/v.
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6.2 Materiales

6.2.1 Reactivos y materias primas

e Acido bromhidrico al 48 %**
e Acido (+)-tartarico*

e Benzofenona*

e Bromuro de 2-bromoacetilo*
e Carbonato de sodio*

e Cloruro de bencilo*

e Cloruro de sodio*

e 2,6-dimetilanilina*

e (t)-epiclorohidrina*

e (S)-epiclorohidrina*

e Eterato de trifluoruro de boro*
e Hidrogeno gas***

e Hidréxido de potasio**

e Malla molecular*

e Nitrégeno gas***

e Pd/Cal 10 %*

e Placas para CCF

e Sodio**

e trans-Hidroxi-L-prolina**

*Reactivo Analitico Aldrich
**Grado Reactivo Aldrich

***Alta pureza

Acido clorhidrico concentrado**
Bencilamina*™

Borohidruro de sodio*

Carbdn activado

Celita

Cloruro de litio*

Cloruro de tosilo*

Drierita

(R)-epiclorohidrina*

Estearato de vinilo*

Guayacol*

Hidroxido de amonio 28-32 %**
Hidroxido de sodio**

Metoxido de sodio*

Novozym 435*

Piperazina**

Silice flash***

Sulfato de sodio anhidro*

Trietilamina**

IVAN MONSALVO MONTIEL

41



SINTESIS QUIMICO-ENZIMATICA DE NUEVOS ANALOGOS DE RANOLAZINA Y METOPROLOL
CON POTENCIAL ACTIVIDAD CARDIOVASCULAR

6.2.2 Disolventes grado técnico (destilados fraccionadamente)

e Acetato de etilo

e Agua

e Cloruro de metileno
e Hexano*

e Metanol

e Tetrahidrofurano*

*Anhidro

6.2.3 Cristaleria

e Adaptador para termémetro
e (Camaras de elucion

e Columna de fraccionamiento
e Cubreobjetos para Fisher Jones
e Embudos

e Embudos de separacion

e Frascos para hidrogenacién
e Matraces bola

e Matraces Erlenmeyer

e Pipetas

e Refrigerantes

e Trampas de humedad

e Viales

Acetona*
Cloroformo
Etanol
Isopropanol
Metilterbutileter

Tolueno*

Cabeza de destilaciéon

Cola de destilacion
Columnas para cromatografia
Desecador

Embudos de adicién

Frascos con sello hermético
Llaves de paso

Matraces bola de tres bocas
Matraces kitazato
Reductores

Tapones

Vasos de precipitados

Vidrios de reloj
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6.2.4 Materiales y equipos

Aceite para bafios
Algoddn
Balanza analitica; OHAUS mod. EP64C

Canastillas

Grasa de silicon

Lampara de UV; UVP mod. UVGL-58
Micro-pipetas; Gilson mod. EK91997

Papel filtro
Redstatos; ESTACO-ENERGY mod.
3PN1010B
Sonicador; Aquasonic mod. 150D

Termoémetro de alcohol

Agitadores magnéticos

Anillo metalico

Bomba de vacio; Vacuubrand mod.
MZ2CNT

Aparato Fisher Johns
Hidrogenador Parr; Westonghouse
mod. 316P347

Mangueras de hule

Parrilla de agitacion; IKA mod. RET-CV-
S1

Pinzas de tres dedos

Rotavapor; Blichi mod. R-205

Soporte universal

Termdémetro de mercurio
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7. PARTE EXPERIMENTAL
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7.1 SINTESIS DE RANOLAZINA (rac-7)

J?\/ JOJ\/
NH, o Br /\ N  NBn
Br)l\’Br HN HN\_/NBn HN _/
—_— >
EtsN, CHCI3 \©/ EtsN, CH,Cl, \©/
a) Pd/C, H,
HCI/H,0/MeOH
1 2 3 b)NaOH
~
\O o (@] j\/ /~ \
b) >~_cl
5 rac-6
4
MeOH
~
O — OH (@]
@)
O
rac-7
Ranolazina
Esquema 5.
a-Bromo-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (2)
o) En un matraz esférico de 500 mL provisto de agitacion magnética se

HNJ\/Br disolvieron 19.2 g (158.4 mmol) de 2,6-dimetilanilina (1) en 200 mL de
cloroformo y se adicionaron 22.1 mL (16 g, 158.4 mmol) de trietilamina.

Se enfrid la mezcla a -10 °C en un bafio hielo/sal/metanol; se dejé agitar

durante 15 minutos y se adicionaron lentamente (durante 2 horas) 13.8 mL (32 g, 158.4
mmol) de bromuro de a-bromoacetilo previamente disuelto en 80 mL de cloroformo. Se
dejé agitando durante 15 minutos, se verific6 el término de la reaccién por CCF
(Hex/MTBE 7:3) y se lavd con agua (3 x 50 mL) y HCI 1 N (2 x 20 mL) hasta un pH &cido en

la fase acuosa. La fase orgdnica se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a

IVAN MONSALVO MONTIEL 45



SINTESIS QUIMICO-ENZIMATICA DE NUEVOS ANALOGOS DE RANOLAZINA Y METOPROLOL
CON POTENCIAL ACTIVIDAD CARDIOVASCULAR

presién reducida en el rotavapor. El residuo sélido se recristalizd de metanol para dar 33.8

gde 2.

2-(4-Bencilpiperazin-1-il)-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (3)
o — En un matraz esférico de 50 mL provisto de agitacion magnética
HNJ\/N\_/NBn se disolvieron 1.8 g (7.3 mmol) de 2, 1.1 mL de trietilamina (0.8 g,
8 mmol) y 1.3 g de N-bencilpiperazina (7.3 mmol) en 25 mL de
cloruro de metileno; se dejé con agitaciéon durante 24 h,
verificando el término de la reaccion por CCF (AcOEt/MeOH/NH;0OH 85:15:10). Se lavd con
agua (3 x 10 mL), la fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentro a

sequedad. El residuo sélido se recristalizé de hexano para obtener 2.2 g de 3.

2-(Piperazin-1-il)-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (4)
0 I\ En un frasco de hidrogenacion de 500 mL se disolvieron 6.3 g (18.5
HN N\_/NH mmol) de 3 en 37 mL (37 mmol) de HCI 1 N, se adicionaron 63 mL
de agua, 100 mL de metanol y 0.6 g (10 % con respecto al peso de
3) de Pd/C al 10%. Se hidrogend a 60 psi por 2 h verificando el
término de la reaccién por CCF (CHCl3/MeOH/NH4OH 8:2:1). Se adicionaron 37 mL (37
mmol) de NaOH 1N, se extrajo con CH,Cl, (3 x 25 mL), la fase orgdnica se secd con sulfato

de sodio anhidro y se concentré a presion reducida en el rotavapor. Se obtuvieron 4.5 g de

4. El producto se empled en el siguiente paso sin previa purificacién.

(£)-2-[(2-metoxifenoxi)metil]Joxirano (rac-6)
o ~0 En un matraz esférico de 250 mL provisto de agitacion magnética se
|>\/O\© disolvieron 6.2 g (110 mmol) de hidroxido de potasio en 100 mL de
metanol y se adicionaron 12.4 g (100 mmol) de 5, dejando agitar la
mezcla durante 30 minutos, para posteriormente concentrarla a presién reducida en el
rotavapor. Se adicionaron 124 mL de (*)-epiclorohidrina (10 equivalentes con respecto al

peso de 5), dejando agitar a temperatura ambiente por 24 h y verificando el término de la
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reaccion por CCF (Hex/AcOEt 8:2). La mezcla de reaccion se destild (30 °C/0.005 mmHg); el
residuo se resuspendié en 100 mL de acetato de etilo y se lavé con agua (3 x 50 mL). La
fase organica se seco con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presion reducida en el
rotavapor, obteniendo 16 g de crudo, el cual se purificé por cromatografia en columna

(360 g de silice flash, Hex/AcOEt 9:1) obteniendo 14.8 g de rac-6.

(%£)-Ranolazina (rac-7)

oK ~o En un matraz esférico de 250 mL provisto de

O —
HNJ\/N N\)\/O\© agitacion magnética se disolvieron 4.4 g (17.7 mmol)

__/
dedy 3.2 g (17.7 mmol) de rac-6 en 100 mL de

metanol; la mezcla se colocé a reflujo por 6 h,
verificando el término de la reaccion por CCF (Hex/AcOEt 8:2 para rac-6 vy
CHCl3/MeOH/NH40H 8:2:1 para 4 y rac-7). La mezcla de reaccidn se concentrd a presion
reducida en el rotavapor y se recristalizé de acetato de etilo, con lo que se obtuvieron 5.3

g de rac-7 como producto puro.
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7.2 SINTESIS DE [(S,S,S)(S,S,R)]-10

o) " 0
N a) Pd/C, H N
HNJ\/Br Hﬂkﬁ HNJ\/PE? HCI/H,0/MeOH HNJ\/VIE?
H

Bn Bn b)NaOH
EtsN, CH,Cl,
2 (S,9)-8 (S,9)-9
~o
e
MeOH

HNLgE? jHVOTE)j

[(S,5,5)(S,S,R)]-10
Esquema 6.

2-{5-bencil-(15,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il}-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida
[(5,5)-8]
o En un matraz esférico de 250 mL provisto de agitacién magnética se
V%N disolvieron 4.8 g (20 mmol) de 2, 3.8 g (20 mmol) de 2-
bencildiazabiciclo (base libre) y 2.8 mL (2 g, 20 mmol) de trietilamina
en 100 mL de cloruro de metileno; la mezcla se dejé agitar durante
24 h, verificando el término de la reaccién por CCF (AcOEt/MeOH/NH;OH 85:15:10). Se
lavé con agua (3 x 50 mL), la fase organica se secé con sulfato de sodio anhidro y se

concentré a sequedad. Se recristalizd de hexano para obtener 6.3 g de (S,S)-8.

2-{5-H-(15,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il}-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida [(S,S)-9]
o) b En un frasco de hidrogenacién de 500 mL se disolvieron 6.5 g (18.5

HNJ\/N

mmol) de (S,5)-8 en 37 mL (37 mmol) de HCI 1 N; se adicionaron 63
: mL de agua, 100 mL de metanol y 0.6 g (10 % con respecto al peso
de (8,5)-8) de Pd/C al 10%. Se hidrogené a 60 psi por 2 h, verificando
el término de la reaccién por CCF (CHClz/MeOH/NH;0H 8:2:1). Se adicionaron 37 mL (37

mmol) de NaOH 1N, se extrajo con CH,Cl;, (3 x 25 mL), la fase orgdnica se secé con sulfato
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de sodio anhidro y se concentro a presiéon reducida en el rotavapor. Se obtuvieron 4.8 g de

(S,5)-9 puro. El producto se empled en el siguiente paso sin previa purificacion.

2-{(1S,4S)-5-[3-(2-metoxifenoxi)-2-hidroxipropil]-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il}-N-
(2,6-dimetilfenil)acetamida {[(S,S,S)(S,S,R)]-10}

o) b o <o En un matraz esférico de 100 mL provisto de
HNJ\/N NJ\/O\© agitacion magnética se disolvieron 4.6 g (17.6 mmol)
de (5,5)-9 y 3.2 g (17.6 mmol) de rac-6 en 40 mL de
metanol; la mezcla se dejé agitando a reflujo por 12
h, verificando el término de la reaccion por CCF (Hex/AcOEt 8:2 para rac-6 vy
CHCl3/MeOH/NH40H 8:2:1 para (S,5)-9 v [(S,S,5)(S,S,R)]-10). Se concentrd a sequedad en
el rotavapor, se adicionaron 35.2 mL (35.2 mmol) de HCl 1 N y se lavd con acetato de etilo
(3 x 20 mL). Se adicionaron 35.2 mL (35.2 mmol) de NaOH 1 N, se extrajo con acetato de
etilo (3 x 25), la fase orgéanica se seco con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a
sequedad. El residuo fue recristalizado de acetato de etilo para obtener 4.5 g de

[(S,S,5)(S,S,R)]-10 puro.
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7.3 SINTESIS DE (S,S,S)-10.

@]
~ ~
(@]
o a) MeOH, KOH 0., J\/ﬂb
H

HO > ~_O HN
O/, +
b) I/\/Cl \@/

5 (S)-6 (S,9)-9

MeOH

\/\/O\©
(S,S,5)-10

Esquema 7.

(25)-2-[(2-metoxifenoxi)metil]oxirano [(S)-6]

~o0 En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacién magnética se

O// . . . ;s . «
|/'\/O\© disolvieron 0.2 g (3.6 mmol) de hidréxido de potasio en 3 mL de

metanol y se adicionaron 0.4 g (3.2 mmol) de 5 dejando agitar la
mezcla durante 30 minutos, para posteriormente ser concentrada a presion reducida en el
rotavapor. Se adicionaron 4 mL de (R)-epiclorohidrina (10 equivalentes con respecto al
peso de 5) y la mezcla se dejé agitar a temperatura ambiente por 24 h, verificando el
término de la reaccidon por CCF (Hex/AcOEt 8:2). La mezcla de reaccidén se destilé (30
°C/0.005 mmHg); el residuo se resuspendid en 5 mL acetato de etilo y se lavd con agua (3
x 3 mL). La fase organica se desecé con sulfato de sodio anhidro para ser concentrada a
presion reducida en el rotavapor, obteniendo 0.51 g de crudo, el cual se purificé por

cromatografia en columna (6 g de silice flash, Hex/AcOEt 9:1) obteniendo 0.47 g de (R)-6.
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2-{(1S,4S)-5-[(2S)-3-(2-metoxifenoxi)-2-hidroxipropil]-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il }-
N-(2,6-dimetilfenill)acetamida [(S,S,S)-10]

') - En un matraz esférico de 25 mL provisto de
HNJj\/ﬂE?\/\/O\@ agitacion magnética se disolvieron 0.53 g (2 mmol)

de (5,5)-9 y 0.37 g (2 mmol) de (5)-6 en 10 mL de
metanol; la mezcla se dejé agitando a reflujo por
12 h, verificando el término de la reaccién por CCF (Hex/AcOEt 8:2 para (S)-6 y
CHCl3/MeOH/NH40OH 8:2:1 para (S,5)-9 y (S,5,5)-10). Se concentré a sequedad en el
rotavapor y se purificé por cromatografia en columna (27 g de silice flash, CH,Cl,/MeOH

95:5) obteniendo 0.53 g de (S,S$,5)-10) puro.
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7.4 SINTESIS DE [(S,S,5)(S,S,R)]-13

i PEV
JJ\/N
HO a) MeOH, KOH> ?)\/O . HN N
- ~
(@)
© (S,S)-9

11 rac-12

MeOH

0
J\/ﬂ% OH
HN NJ\/O\Q\/\
[(S,S,9)(S,S,R)]-13 o~

Esquema 8.

(1)-2-{[4-(2-metoxietil)fenoxi]metil}oxirano (rac-12)

o En un matraz esférico de 250 mL provisto de agitaciéon
[0

\©\/\ magnética se disolvieron 6.2 g (110 mmol) de hidréxido de
o~ potasio en 100 mL de metanol y se adicionaron 15.2 g (100
mmol) de 11, dejando agitar la mezcla durante 30 minutos, para posteriormente ser
concentrada a presion reducida en el rotavapor. Se adicionaron 152 mL de (%)-
epiclorohidrina (10 equivalentes con respecto al peso de 11) y la mezcla se dejé agitar a
temperatura ambiente por 24 h, verificando el término de la reaccién por CCF (Hex/AcOEt
8:2). La mezcla de reaccion se destilé (30 °C/0.005 mmHg); el residuo se resuspendid en
100 mL acetato de etilo y se lavé con agua (3 x 50 mL). La fase organica se desecd con
sulfato de sodio anhidro para ser concentrada a presién reducida en el rotavapor,
obteniendo 22 g de crudo, el cual se purificé por cromatografia en columna (400 g de

silice flash, Hex/AcOEt 9:1), obteniendo 18.5 g de rac-12 puro.
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2-{(1S,4S)-5-[3-[4-(2-metoxietil)fenoxi]-2-hidroxipropil]-2,5-diaza-bicyclo[2.2.1]heptan-2-
il}-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida {[(S,S,S)-(S,S,R)]-13}
o En un matraz bola de 100 mL provisto de
HNJ\/A%NJOi/O agitacion magnética se disolvieron 4.6 g
\©\A0/ (17.6 mmol) de (5,8)-9 v 3.7 g (17.6
mmol) de rac-12 en 40 mL de metanol; la
mezcla se dejé agitando a reflujo por 12 h verificando el término de la reaccién por CCF
(Hex/AcOEt 8:2 para rac-12 y CHCl;/MeOH/NH4OH 8:2:1 para (S,5)-9 v [(S,S,5)(S,S,R)]1-13).
La mezcla de reaccion se concentré a sequedad en el rotavapor, se disolvié en 35.2 mL
(35.2 mmol) de HCI 1 N y se lavd con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase acuosa se
neutralizé con 35.2 mL (35.2 mmol) de NaOH 1 N y se extrajo con acetato de etilo (3 x 25
mL). La fase orgdnica se seco con sulfato de sodio anhidro y se concentré a sequedad para

obtener 6.3 g del producto crudo que fue recristalizado de acetato de etilo, con lo que se

obtuvieron 5.4 g de [(S,S,S)(S,S,R)]-13 puro.
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7.5 SINTESIS DE (R)-12.

(|)>\/ T
O LiCl, THF
\O\/\ —IACOH ' Cl\)\/0\©\/\

~

12 ° O/
rac- rac-14
Tolueno
Estearato de vinilo
Malla molecular
Novozim 435
(CH3)16CH3
o A
l>\/0\©\/\ o O\)O\/
MeOH Cl (o)
-
e \©\/\
(@)
o~
(S)-15
Esquema 9.
()-1-[4-(2-metoxietil)fenoxi]-3-cloropropan-2-ol (rac-14)
OH En un matraz esférico de 250 mL provisto de agitacion

CI\)\/O magnética se disolvieron 7.5 g (35.8 mmol) de rac-12 en
o

70 mL de THF, se adicionaron 5 mL (86.6 mmol) de acido
acético y 1.8 g (43.3 mmol) de cloruro de litio; la mezcla se dejo agitar a temperatura
ambiente por 48 h, verificando el término de la reaccién por CCF (Hex/AcOEt 8:2). Se
concentrd a sequedad en el rotavapor y se particiond en 100 mL de agua y 100 mL de
acetato de etilo. La fase orgdnica se lavé con solucion saturada de bicarbonato de sodio (3
x 20 mL), se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a sequedad en el rotavapor

para dar 8.7 g de rac-14 puro.

Estearato de (2S)-1-[4-(2-metoxietil)fenoxi]-3-cloropropan-2-il [(S)-15]

(CH,)16CHs En un frasco de 500 mL con cierre hermético se
Oél\o disolvieron 8.5 g (34.7 mmol) de rac-14 en 200 mL de una
C'\/'\/O\E>\A mezcla hexano/acetona 9:1 y se adicionaron 2 g (100

o~ mg/mL de fase) de tamiz molecular, 5.4 g (17.35

mmol,0.5 equivalente molar) de estearato de viniloy 0.2 g (1 mg/mL de fase) de Novozym
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435; la mezcla se incubd por 28 h a 37 °C con agitacion orbital a 200 rpm, verificando el
termino de la reaccién por CCF (Hex/MTBE 97:3 para el estearato de vinilo). Se filtré sobre
celita y se concentré a sequedad en el rotavapor obteniendo 14.9 g del producto crudo, el
cual fue purificado por cromatografia en columna (150 g de silice flash, Hex/AcOEt 95:5)

obteniendo 6.3 g de (§)-15 puro.

(2R)-2-{[4-(2-metoxietil)fenoxi]metil}oxirano [(R)-12]
C[)>\/o En un matraz esférico de 250 mL provisto de agitacién
\©\/\ magnética se disolvieron 6 g (11.7 mmol) de (S)-15 en 120
o~ mL de metanol y se adicionaron 12 mL de NaOH 1 N; la
mezcla se dejé agitar por 24 h a temperatura ambiente verificando el término de la
reaccion por CCF (Hex/AcOEt 85:15). Se enfrid durante 1 h a 0 °C, se filtré al vacio
lavando con 50 mL de metanol frio y se concentré en el rotavapor, obteniendo 3.5 g del
producto crudo, el cual se purificd por columna (70 g de silice flash, Hex/AcOEt 9:1) para

dar 2.4 g de (R)-12 puro.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
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8.1 TABLA DE RESULTADOS

TABLA 1
Rendimientos, apariencia y puntos de fusidon de los compuestos preparados en este
trabajo
Compuesto Rendimiento Apariencia Punto de fusion
. (%) P (c)
2 88 Cristales blancos 146-150
3 90 Cristales blancos 114-116
4 99 Solido amorfo 125-126
blanco
rac-6 82 Cera Ilgera)mente 36.37
amarilla
(s)-6 82 Aceite incoloro
rac-7 70 Solido amorfo 76-77
blanco
(s,5)-8 90 Cristales blancos 116-117
(s,8)-9 99 Cristales blancos 125-126
Solido amorfo
S,S,5)-(S,5,R)]-10 58 78-81
[(5,5,5)-(S,S,R)] blanco
Solid f
(S,5,5)-10 59 olido amorto 96-98
blanco
rac-12 89 Aceite incoloro
Solido amorfo
79,9 )"\9, ;R -1 -
[(S,S,S)-(S,S,R)]-13 65 blanco 96-98
rac-14 99 Aceite incoloro
(S)-15 35.4 Cristales blancos 43-42
(R)-12 96 Aceite incoloro
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8.2 RANOLAZINA

Para realizar los ensayos farmacoloégicos de los compuestos obtenidos en el presente
trabajo, fue necesario emplear (+)-ranolazina (rac-7) como compuesto de referencia. Este
compuesto se obtuvo mediante una modificacidn de la ruta sintética reportada por Riise

12
|

Moen y col.”” La estrategia desarrollada en este trabajo consistio en tres etapas de

sintesis, mencionadas a continuacion:

La primera etapa radica en la obtencién de 2-(piperazin-1-il)-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida
(3), para ello fue necesario sintetizar 2-bromo-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (2), la cual se
obtuvo mediante una amindlisis del bromuro de bromoacetilo con 2,6-dimetilanilina (1),
con un rendimiento del 88 %. En comparacién con lo reportado por Moen,* quien
emplea un 20 % de excedente de cloruro de cloroacetilo y obtiene un 95 % de
rendimiento de la cloroamida 2’, en este trabajo se redujo la cantidad del reactivo acilante
a proporciones del orden de equivalencia molar, manteniendo el rendimiento en un nivel

aceptable (esquema 10) y obteniendo la bromoamida 2 con un mejor grupo saliente.

O
NH
1 equivalente 2 . i HNJ\/CI

JJ\/ 1.2 equivalentes
molar de molares de
O
Br
o M _a

1
88 % 95 % 2
Esquema 10. Comparacion de métodos de sintesis de haloamidas.

El compuesto 2 fue caracterizado por Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN
'H) (200 MHz): 6 2.21 (s, 6H), 4.02 (s, 2H), 7.08 (m, 3H), 7.81 (br, 1H). El intercambio con
D,0 permitié la identificacién de manera inequivoca del hidrégeno sobre el heterodtomo,
intercambiando la sefial en 7.81 ppm por una sefial en 4.8 ppm que corresponde a los

protones de H,0 generados in-situ (anexo 10.1).

De manera consecutiva, el bromo presente en el compuesto 2 fue desplazado mediante
una reaccién tipo SN, con N-bencilpiperazina, para generar la diamina 3 con un

rendimiento del 90 %; esta ultima, mediante una hidrogendlisis catalizada con paladio,
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permitid obtener la diamina 4 de forma cuantitativa. Las ventajas que presenté este
método de sintesis en comparaciéon con el reportado por Moen,*? fue el empleo de
cantidades equimolares de reactivos y un rendimiento de 90 %, en comparacion con el
reportado de 63 %, a pesar de un paso adicional de sintesis (esquema 11).

O O

[ } 1 equwalente 4.1 equivalente
N NH
HNJJ\/ \ / a) /_\ HNJJ\/N
\©/ b) Pd/C \©/ 63 % \©/
4 90 %

Esquema 11. Comparacion de metodos de sintesis para el compuesto 4.

La diamina 4 fue caracterizada por comparacién del punto de fusién con el reportado en la

literatura.

La segunda etapa de la sintesis de rac-7 consistid en la obtencién de (*)-2-[(2-
metoxifenoxi)metilJoxirano (rac-6), que se consiguié mediante el ataque regioselectivo de
la sal potasica del fenol 5 al carbono secundario del oxirano presente en la ()-
epiclorohidrina, y la posterior ciclacién intramolecular, promovida por el ataque
nucleofilico del alcéxido [formado durante la apertura de la (+)-epiclorohidrina] al carbono
enlazado al cloro; de esta manera se obtuvo rac-6 con un rendimiento del 82 % (esquema
12). La caracterizacién de rac-6 re realizé mediante la comparacién del punto de fusién

reportado en la literatura.

La tercera etapa en la estrategia sintética fue la apertura del oxirano rac-6, mediante el
ataque nucleofilico de la diamina 4 sobre el carbono secundario, para dar como resultado
(x)-ranolazina (rac-7) con un rendimiento del 70 % (esquema 12). El rendimiento global
reportado por Moen,*? en 5 pasos de sintesis para la obtencién de rac-7, es de 43 %
mientras que el obtenido en este trabajo en el mismo numero de pasos fue de 46 %

(esquema 12).
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o
5
?)\/CI
') O —
o /\ N NH o
A _Br HNJJ\/Br a) HN NBn HNJJ\/ __/ ()
Br s o~_O
— >
PdiC 4 T rac6
b) H,
2
Ruta descrita en este Trabajo
Rendimiento global del 46 %.
~
(0] — OH @]
@)
NH,» HNJ\/N‘ ,N\)\/ \@
rac-7
1
Ruta descrita por Riise Moen
Rendimiento global del 43 %.
o 0 —
\
o NG NGO TR Q
o A _cal HN\_/NH 7/ H\/O
—_— ® ,
4 + C| rac-6
2 a) ?)\/CI
b)CuCl,, LiCl
~

(0]
HO\©
5

Esquema 12. Comparacién de estrategias sintéticas para la obtencion de ranolazina (rac-7).

La ranolazina (rac-7) se caracteriz6 mediante RMN *H (300 MHz): & 2.05 (s, 6H), 3.43 (d,
J=5.7 Hz, 2H), 3.59 (br, 4H), 3.67 (br, 4H), 3.73 (s, 3H), 3.93-4.03 (m, 2H), 4.17 (d, J=14.4,
2H), 4.36-4.42 (m, 1H), 6.87-7.12 (m, 7H); RMN *3C (300 MHz): § 18.07, 50.12, 50.33,
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56.51, 57.96, 59.31, 64.69, 71.01, 113.33, 114.49, 122.43, 123.23, 129.08, 129.31, 132.94,
136.72, 147.78, 149.18, 165.83; Espectrometria de Masas (EM) (EI') (% m/z): 427 [idn
molecular (Cy4H33N304), 3 %], 321, 379, 260 [pico base (CisH»,N30), 100 %], 18 (anexo
10.2).

Las ventajas del método desarrollado en este trabajo son: a) Un moderado incremento en
el rendimiento global (%)-ranolazina empleando el mismo numero de pasos, b) el empleo
de cantidades estequiométricas en cuatro de los cinco pasos realizados para la obtencion

de (%)-ranolazina.

83 [(S,S,S)(S,S,R)]-lo y [(SISIS)(SISIR)]-ls

Para la preparacién de los compuestos diazabiciclicos [(S,S,5)(S,S,R)]-10 y [(S,S,S)(S,S,R)]-
13, se sintetizo el (15,45)-2-bencil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano [(S,S)-21], analogo rigido
de N-bencilpiperazina, partiendo de trans-hidroxi-L-prolina, segun el método reportado

37
I

por Melgar y col.”” en un rendimiento global de 61 % (esquema 13).

HO, TsCl1equiv  HO, nagH,  HO

& a0 48 [__)\«OH THE TA212 h [_)\/OH
N~ COxH 94% N 85% N
H 1s  © Ts

(SR)-16 (S,R)-17 (S,R)-18

; TsO
E-Elil:,l Toldeno ; NH,Bn b HEr Bn%BrH
Reflujo, 1 h OTs __Tolueno al 48% N
83% N 96% T oe% N
Ts
(S,R)-19 (S,S)-20 (S,5)-21

Esquema 13. Ruta de sintesis de (15,4S)-2-bencil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano [(S,S)-21].

Para la obtencion de la mezcla epimérica del analogo diazabiciclico [(S,S,S)(S,S,R)]-10
(esquema 14), se partio de la bromoacetamida 2; esta ultima, mediante el desplazamiento
del bromuro con (S,$)-21, generd la diamina diazabiciclica (S,5)-8 con rendimiento del 90
%. La diamina (S,5)-9 se preparé de forma cuantitativa mediante la hidrogendlisis,

catalizada con paladio, del grupo protector bencilo de (S,5)-8. La obtencién de
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[(S,5,5)(S,5,R)]-10 se logré mediante la apertura nucleofilica del oxirano en rac-6 con la
diamina ($,5)-9, con un rendimiento del 58 %. La sintesis global de [(S,S,5)(S,S,R)]-10,

partiendo de 2,6-dimetilanilina (1), se alcanzdé en un rendimiento del 37.3 %.

Pd/C
99 % H,

_0O
H [ :| 0
N\nﬁﬂ% OH ~o g/\o HNJ\/ﬂ%
0 NJ\/O - rac-6 NH
58 % \©/
[(S,S,S)(S,S,R)]-10

(S,S)-9

Esquema 14. Ruta de sintesis de [(S,S,S)(S,S,R)]-10.

El compuesto (S,S)-8 se caracterizé mediante RMN *H (300 MHz): & 1.79 (dd, J;=41.7 Hz,
J,=9.9 Hz, 2H), 2.23 (s, 6H), 2.75 (d, J=9.9 Hz, 1H), 2.80 (dd, J;=9.6 Hz, J,=2.4 Hz, 2H), 3.10
(d, J=9.6 Hz, 1H), 3.39 (dd, J;=41.4 Hz, J,=16.8 Hz, 2H), 3.40 (s, 2H), 3.73 (dd, J;=15.9 Hz,
1,=13.5 Hz, 2H), 7.08-7.10 (m, 3H), 7.21-7.37 (m, 5H), 8.72 (s, 1H); RMN *3C (300 MHz): 6
18.53, 33.92, 57.70, 58.09, 58.35, 59.44, 61.53, 63.80, 126.89, 127.11, 128.14, 128.27,
128.37, 133.69, 135.06, 139.37, 169.41; EM (EI') (% m/z): 349 [i6n molecular (C2H27N30),
7 %), 321, 258, 229, 187, 158 [pico base (C11H13N"), 100 %], 91, 28 (anexo 10.3).

La identificacion de (S,5)-9 se realizé mediante RMN *H (300 MHz): § 1.75 (dd, J;=45 Hz,
1,=9.9 Hz, 2H), 2.22 (s, 6H), 2.76 (d, J=10.2 Hz, 1H), 2.84 (s, 1H), 2.96 (dd, J;=10.5 Hz, J,=2.4
Hz, 1H), 3.01 (dd, J;=10.5 Hz, J,=2.4 Hz, 1H), 3.13 (dd, J;=10.5 Hz, J,=0.9 Hz, 1H), 3.37 (dd,
J1=31.5 Hz, J,=16.8 Hz, 2H), 3.47 (s, 1H), 3.66 (s, 1H), 7.08-7.10 (m, 3H), 8.65 (s, 1H); RMN
B3¢ (300 MHz): 6 18.46, 35.97, 49.66, 57.10, 59.17, 62.67, 63.22, 127.09, 128.11, 133.63,
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135.01, 169.18; EM (EI") (% m/z): 259 [i6n molecular (CisH»:1N30), 4 %], 230, 111 [pico
base (CgH11N>"), 100 %], 88, 28 (anexo 10.4).

La caracterizacién de la mezcla epimérica del analogo diazabiciclico de Ranolazina
[(S,5,5)(S,S,R)]-10 se realizd6 mediante RMN *H (300 MHz): 6§ 1.73-1.85 (m, 2H), 2.22 (s,
6H), 2.61-2.89 (m, 4H), 2.93 (dd, J1=9.9 Hz, J,=2.4 Hz, 1H), 3.01 (dd, J;=10.2 Hz, J,=4.5 Hz,
1H), 3.36 (dd, J;=33 Hz, J,=16.5 Hz, 2H), 3.41 (s, 2H), 3.59 (br, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.93-4.07
(m, 3H), 6.87-6.95 (m, 4H), 7.05-7.12 (m, 3H), 8.64 (s, 1H); RMN **C (300 MHz): § 18.52,
34.30, 34.86, 55.79, 57.54, 57.99, 58.65, 59.37, 63.24, 63.62, 67.70, 71.95, 111.93, 114.67,
120.85, 121.82, 127.12, 128.16, 133.67, 135.03, 148.23, 149.78, 169.19; EM (EI*) (% m/z):
439 [i6n molecular (Cy5H33N304), 7 %], 291, 272 [pico base (CigH2,N30%), 100 %], 248, 229,
82, 80, 44, 42, 28 (anexo 10.5).

Las sefiales observadas en el espectro de RMN H para [(S,S,5)(S,S,R)]-10 que hicieron
posible la caracterizacion del mismo fueron: la sefial multiple que aparece entre 1.73 y
185 ppm corresponde a los hidrégenos del metileno puente del sistema diazabiciclico
presente en la molécula; la sefial simple en 2.22 ppm corresponde a los hidrégenos de los
dos metilos del anillo aromatico en el nitrégeno de la acetamida; la sefial multiple que
aparece entre 2.61 y 2.89 ppm se atribuye a los hidrégenos de uno de los metilenos junto
con los de los centros asimétricos del sistema diazabiciclico; los dos dobles de dobles que
aparecen entre 2.93 y 3.01 ppm corresponden a los hidrégenos del metileno de la cadena
de isopropilo que se encuentra entre el nitréogeno y el carbono asimétrico del alcohol; la
sefial doble de dobles que aparece en 3.36 ppm corresponde a los hidrégenos de uno de
los metilenos del diazabiciclo; la sefial simple que aparece en 3.41 ppm corresponde a los
hidrégenos del metileno de la acetamida; la seial simple ensanchada que se encuentra en
3.59 ppm corresponde al hidrégeno del alcohol; la sefial simple de los hidrogenos del
metoxilo aparece en 3.83 ppm; la sefial multiple que aparece entre 3.93 y 4.07 ppm
corresponde a los hidrogenos del metileno de la cadena de isopropilo entre el carbono
asimétrico y el oxigeno del arilo junto con el hidrégeno del mismo carbono asimétrico; los
hidrogenos del sistema aromatico provenientes del fendxido aparecen entre 6.87 y 6.95

ppm; los hidrégenos del sistema aromatico unido al nitrégeno de la acetamida aparecen
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en 7.09 ppm; el hidrégeno acido de la acetamida aparece en 8.68 ppm. El espectro de

RMN “c permitio observar el carbonilo de la amida, el cual aparece en 169.19 ppm.

Simultaneamente, se sintetizé el compuesto [(S,S,5)(S,5,R)]-13 partiendo del oxirano rac-
12, el cual se prepard de acuerdo a lo reportado por Regla y col.;* rac-12 reacciond via
apertura del oxirano con la diamina (S,$)-9, en un rendimiento de 59 %. El rendimiento
global de la sintesis de [(S$,S,5)(S,S,R)]-13 partiendo de 2,6-dimetilanilina (1) fue del 41.6 %

(esquema 15).

O

HNJ\/Br ”N

NH,
Br)l\/Br
88% 90 % (S,9)-8
1

99 %| Ti°

o
0
HO\@\/\ CI i %O
—_—
o~ 90 % \©/ (S,S)-9
11 rac-12

59 %

H
N\nﬁﬂb OH
’ N\)\/O\©\/\
[(S,S,5)(S,S,R)]-13 o~

Esquema 15. Ruta de sintesis de [(S,S,S)(S,S,R)]-13.
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El compuesto final [(S,S,5)(S,S,R)]-13 se caracteriz por RMN *H (300 MHz): § 1.76-1.92 (d,
J=32 Hz, 1H), 2.01 (s, 6H), 2.05-2.23 (m, 1H), 2.54-2.76 (m, 4H), 3.15 (s, 3H), 3.24-3.42 (m,
4H), 3.52 (t, J=12 Hz, 2H), 3.61-3.75 (m, 3H), 3.81-4.02 (m, 3H), 4.18-4.30 (m, 1H), 4.34 (s,
2H), 6.78-6.82 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.98-7.11 (m, 5H); EM (EI) (% m/z): 468 [i6n molecular
(Ca7H37N304), 7 %), 319, 305, 272 [pico base (CigH22N30%), 100 %], 229, 82, 28 (anexo
10.6).

Las sefiales observadas en el espectro de RMN H para [(S,S,5)(S,S,R)]-13 que hicieron
posible la caracterizacion del mismo fueron: el doble y la sefial multiple que aparece en
1.78 y 2.23 ppm se atribuyen a los hidrogenos del puente de metileno del sistema
diazabiciclico presente en la molécula; la seial simple en 2.01 ppm corresponde a los
hidrogenos de los dos metilos del anillo aromatico en el nitrégeno de la acetamida; la
sefial simple que aparece en 3.15 ppm correspondiente al metoxilo del sustituyente en 4
en el anillo aromatico; 2 hidrégenos del sistema 1-4 disustituido en el anillo aromatico
aparece entre 6.78 y 6.82 ppm y los 5 hidrogenos aromaticos restantes aparecen entre
6.98 y 7.11 ppm. La espectrometria de masas nos ayudo a ratificar la existencia del

compuesto.

8.4 (R)-12

La sintesis quimico-enzimatica del oxirano (R)-2-{[4-(2-metoxiletil)fenoxi]metil}oxirano
[(R)-12] se realizé de acuerdo a lo reportado por Regla y col.,”” empleando un método que
consiste en la resoluciéon enzimatica de la mezcla racémica de la clorhidrina rac-14,
aprovechando la capacidad de las lipasas para reconocer un isémero sobre otro. En este
trabajo se optimizé el paso enzimatico reportado por Regla,”’ el cual consiste en una
transesterificacion del estearato de vinilo con el enantiémero (S)-14 selectivamente
(esquema 16), en donde se disminuyd la cantidad de enzima empleada y se aumenté el
numero de ciclos de la misma (para un total de tres ciclos sin observar deterioro
apreciable en la estereoselectividad ni en el tiempo de reaccidn), produciendo asi un

método que es mas sustentable.
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/©/\/O\
HO

11
90 % (l)>/\u
o OH
LiCl, THF
—_—
0,
O/ 99 % O/
rac-12 rac-14
Tolueno
Est to de vinil
35 % “Walia molecular
Novozim 435
(CH)16CH3
c[)>\/o NaOH 0”0
MeOH CI\/'\/O
- 96 %
O O/
(R)-12 (S)-15

Esquema 16. Ruta de sintesis de (R)-12.

También se debe de tomar en cuenta que los métodos de resolucién de alcoholes
empleando lipasas, en comparacidn con otros (cristalizacion diastereomérica y
modificacidon quimica), presentan ventajas, como son tiempos mas cortos y condiciones
menos agresivas de reaccion, ademds de producir mezclas enantioméricamente
enriquecidas, lo que tiene como consecuencia una menor cantidad de productos
secundarios de reaccién, aunque presentan la gran desventaja de que actlan con una
gama muy reducida de sustratos debido a su alta especificidad. Por otra parte, los
métodos resolutivos cinéticos sélo permiten alcanzar un 50 % de rendimiento, esto debido
a que una mezcla racémica contiene 50 % de un enantidmero y 50 % del otro

enantiomero.
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8.5 EVALUACION FARMACOLOGICA DE [(S,S,5)(S,S,R)]-10 y [(S,S,S)(S,S,R)]-13

La evaluacion farmacoldgica se realizé analizando la respuesta vasomotora inducida por

los compuestos [(S,S,5)(S,S,R)]-10 y [(S,S,S)(S,S,R)]-13, sobre anillos de aorta de ratas

Wistar macho adultas precontraidos con fenilefrina (FEN 10 M). En cada experimento se

utilizé un par de anillos (con y sin endotelio) de la misma aorta y superfundidos en el

mismo bafo.

En una primera serie de experimentos se estudiaron los efectos de concentraciones

crecientes (10 - 10 M) de los compuestos sobre la tensién maxima inducida por la FEN

(10° M) (tabla 1y grafica 1).

% de disminucion de la tensién maxima

Con endotelio

Sin endotelio

Ranolazina (rac-7) 56.8 47.9
[(s,S,S)(S,S,R)]-10 78.6 63.6
[(s,S,5)(S,S,R)]-13 34.4 30.7

Tabla 1. Porcentaje de disminucidn de la tensién maxima inducida por FEN; concentracién
empleada para cada compuesto de 10° M.
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Grafica 1. Porcentaje de disminucién en la tension maxima inducida por FEN; Seriel: con

endotelio; Serie2: sin endotelio.
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La segunda etapa consisti6 en evaluar la via de acciéon de [(S,S,5)(S,S,R)]-10 vy
[(S,S5,5)(S,S,R)]-13, para lo cual se reprodujo el protocolo empleado y se evaluaron en
presencia de L-NAME como inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico (ON), e indometacina

como inhibidor de ciclo-oxigenasa (CO) (tablas 2 y 3; graficas 2 y 3).

% de disminucion de la tension maxima en presencia de L-NAME
Con endotelio Sin endotelio
Ranolazina (rac-7) 34.9 52.4
[(s,S,S)(s,S,R)]-10 74.5 60.4
[(S,S,5)(S,S,R)]-13 31.9 69.1

Tabla 2. Porcentaje de disminucidn en presencia de L-NAME, de la tensién maxima inducida por
FEN; concentracién empleada para cada compuesto de 10° M.

80

z

% DE DISMINUCION

M Series1
M Series2

Ranolazina [(S,S,5)(S,S,R)]- [(S,5,5)(S,5,R)]-13
(rac-7)

Grafica 2. Porcentaje de disminucion en presencia de L-NAME, de la tensién maxima inducida por
FEN; Seriel: con endotelio; Serie2: sin endotelio.

% de disminucion de la tensién maxima en presencia de indometacina
Con endotelio Sin endotelio
Ranolazina (rac-7) 66.1 66.3
[(s,s,5)(S,S,R)]-10 81.7 78.4
[(s,s,s)(s,S,R)]-13 59.5 56.2

Tabla 3. Porcentaje de disminucién en presencia de indometacina, de la tensién maxima inducida
por FEN; concentracién empleada para cada compuesto de 10° M.
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(rac-7)

Grafica 3. Porcentaje de disminucion en presencia de indometacina, de la tensién maxima
inducida por FEN; Seriel: con endotelio; Serie2: sin endotelio.

Los resultados anteriores muestran que el compuesto [(S,S,5)(S,S,R)]-10 tiene una mayor
actividad que la ranolazina y que presenta, al igual que ésta, dos distintos tipos de
mecanismos de accion: induccién de la liberacion de o6xido nitrico y promocién de la
liberacion de algun prostanoide, con la consecuente relajacion de los anillos adrticos y por
tanto, la disminucion de la presion aortica, disminuyendo de esta manera los factores
determinates del episodio isquémico. Por otro lado, el compuesto [(S,S,S)(S,S,R)]-13
mostré actividad sélo mediante el mecanismo relacionado con la liberacién de algun
prostanoide, pero con menor actividad en comparacién con ranolazina y con el

compuesto [(S,S,S)(S,S,R)]-10.

En vista de los resultados obtenidos, se decidié sintetizar Unicamente uno de los epimeros
del compuesto [(S,S,5)(S,S,R)]-10 y por tanto, postergar la sintesis de los epimeros del
hibrido diazabiciclico de ranolazina-metoprolol [(S,S,5)(S,S,R)]-13, el cual presentd
resultados menos trascendentes de actividad como agente anti-anginoso, pero con la

expectativa de ser evaluado como agente anti-hipertensivo.
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8.6 SINTESIS DE (S,S,S)-10

Para la preparacién del epimero diazabiciclico (S,5,5)-10 fue necesario sintetizar el oxirano
(S)-6 mediante la apertura de la (R)-epiclorohidrina con la sal sédica del compuesto 5,
obteniendo un rendimiento de 82 %. La apertura del oxirano del compuesto (S)-6 con la
diamina (S,5)-9 generd el epimero puro (S,$,5)-10 con un rendimiento del 59 % (esquema
17). El rendimiento global de sintesis para el epimero (S,S,5)-10 partiendo de 1 fue de 38
%.

(0] (0]
NH2 (@] Br b
\©/ Br B HNJ\/ HN HNJ\/N
r N NBn
.

Bn
88% — >
90 %
1
2 (S,9)-8
Pd/C
99 9% H,

0

/OD —~ /OD HNJ\/m
+

5 (R)-6 (S,5)-9

59 %

H
N
NV&EW M o
0 N _ALO

(S,S,S)-10

|IIO

Esquema 17. Ruta de sintesis de (S,S,5)-10.

El compuesto (S)-6 se caracterizé por comparacion de su punto de fusién y valor de

rotacién especifica con los datos reportados en la literatura
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El compuesto final (S,S,5)-10 se caracterizé por RMN *H (300 MHz): § 1.79 (dd, J:=16.3 Hz,
J,=8.7 Hz, 2H), 2.21 (s, 6H), 2.79-2.84 (m, 4H), 2.98 (dd, J1=34.9 Hz, J,=9.9 Hz, 2H), 3.36 (dd,
1,=35.8 Hz, J,=16.8 Hz, 2H), 3.44 (d, J=17.8 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.94-4.07 (m, 3H), 4.16 (br,
1H), 6.87-6.95 (m, 4H), 7.08-7.10 (m, 3H), 8.65 (s, 1H); RMN B3¢ (300 MHz): 6 18.64, 34.34,
55.87, 57.71, 58.53, 58.84, 59.41, 63.51, 63.56, 67.63, 72.00, 111.97, 114.62, 120.97,
121.91, 127.25, 128.26, 133.76, 135.16, 148.23, 149.77, 169.28 (anexo 10.7).

Las sefiales observadas en el espectro de RMN *H para (S,5,5)-10 que hicieron posible la
caracterizaciéon del mismo fueron: El doble de dobles que aparece en 1.79 ppm
corresponde a los hidrégenos del puente de metileno del sistema diazabiciclico presente
en la molécula; la senal simple en 2.21 ppm corresponde a los hidrégenos de los dos
metilos del anillo aromatico en el nitrégeno de la acetamida; la sefial multiple que aparece
entre 2.79 y 2.84 ppm corresponde a los hidrégenos de uno de los metilenos junto con los
de los centros asimétricos del sistema diazabiciclico; el dobles de dobles que aparece en
2.98 ppm corresponde a los hidrégenos del metileno de la cadena de isopropilo que se
encuentra ente el nitrégeno y el carbono asimétrico del alcohol; el doble de dobles que
aparece en 3.36 ppm corresponde a los hidrégenos de uno de los metilenos del
diazabiciclo; la seial doble que aparece entre 3.44 ppm corresponde a los hidrégenos del
metileno a al carbonilo; la sefial simple de los hidrogenos del metoxilo aparece en 3.83
ppm; la sefal multiple que aparece entre 3.94 y 4.07 ppm corresponde a los hidrégenos
del metileno de la cadena de isopropilo entre el carbono asimétrico y el oxigeno del arilo
junto con el hidrogend del mismo carbono asimétrico; la sefial simple ensanchada que se
encuentra en 4.16 ppm corresponde al hidrogeno del alcohol; los hidrégenos del sistema
aromatico provenientes del fenéxido aparecen entre 6.87 y 6.95 ppm; los hidrégenos del
sistema aromatico del nitréogeno de la acetamida aparecen entre 7.08-7.10 ppm; el
hidrégeno acido de la amida aparece en 8.65 ppm. El espectro de RMN C permitié

observar el carbonilo de la amida, el cual aparece en 169.19 ppm.

IVAN MONSALVO MONTIEL 71



SINTESIS QUIMICO-ENZIMATICA DE NUEVOS ANALOGOS DE RANOLAZINA Y METOPROLOL
CON POTENCIAL ACTIVIDAD CARDIOVASCULAR

8.7 EVALUACION FARMACOLOGICA DE (S,S,S5)-10

La evaluacidn farmacoldgica del epimero (S,5,5)-10 se realizé cuantificando la respuesta
vasomotora inducida sobre anillos de aorta de ratas Wistar macho adultas, precontraidos
con FEN (10 M). En cada experimento se utilizd un par de anillos (con y sin endotelio) de
la misma aorta y superfundidos en el mismo bafo. En una primera serie de experimentos
se estudiaron los efectos de concentraciones crecientes (10'6 -10" M) de los compuestos

sobre la tensién maxima inducida por la FEN (10 M) (tabla 4 y gréficas 4).

% de disminucion de la tensién maxima

Con endotelio Sin endotelio
Ranolazina (rac-7) 56.8 47.9
(s,s,5) -10 76.7 64.4

Tabla 4. Porcentaje de disminucién de la tension maxima inducida por FEN; concentracién
empleada para cada compuesto de 10° M.

90
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z

% DE DISMINUCION

M Seriesl

M Series2

Ranolazina (S,S,5)-10
(rac-7)

Grafica 1. Porcentaje de disminucién en la tension maxima inducida por FEN; Seriel: con
endotelio; Serie2: sin endotelio.
La segunda etapa consistio en evaluar la via de accién de (S,S,5)-10, para lo cual se

reprodujo el protocolo empleado y se evalud en presencia de L-NAME como inhibidor de

la sintesis de ON e indometacina como inhibidor de CO (tablas 4,5 y 6; graficas 4,5y 6).
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% de disminucion de la tension maxima en presencia de L-NAME

Con endotelio Sin endotelio
Ranolazina (rac-7) 34.9 52.4
(s,S,5)-10 33.8 45.7

Tabla 5. Porcentaje de disminucidn en presencia de L-NAME, de la tensién maxima inducida por
FEN; concentracién empleada para cada compuesto de 10° M.
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Ranolazina (S,5,5)-10
(rac-7)

Grafica 5. Porcentaje de disminucién en presencia de L-NAME, de la tensién maxima inducida por
FEN; Seriel: con endotelio; Serie2: sin endotelio.

% de disminucion de la tensién maxima en presencia de indometacina

Con endotelio Sin endotelio
Ranolazina (rac-7) 66.1 66.3
(s,5,5)-10 74.1 66.8

Tabla 3. Porcentaje de disminucidn en presencia de indometacina, de la tension maxima inducida
por FEN; concentracién empleada para cada compuesto de 10° M.

IVAN MONSALVO MONTIEL 73



SINTESIS QUIMICO-ENZIMATICA DE NUEVOS ANALOGOS DE RANOLAZINA Y METOPROLOL
CON POTENCIAL ACTIVIDAD CARDIOVASCULAR

76

74
72

2

% DE DISMINUCION

70

M Seriesl
68

M Series2

64 -

62 -
Ranolazina (s,5,5)-10
(rac-7)

Grafica 3. Porcentaje de disminucion en presencia de indometacina, de la tensién maxima
inducida por FEN; Seriel: con endotelio; Serie2: sin endotelio.

Los resultados anteriores muestran que el compuesto (S,S,5)-10 presenta mayor actividad
como agente antianginoso que la ranolazina, y que este efecto es producido solamente

por el mecanismo que induce la liberacidn de dxido nitrico.
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9. CONCLUSIONES
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Se confirmd la viabilidad de sintetizar los analogos diazabiciclicos de ranolazina
[(s,S,5)(S,S,R)]-10, (S,5,5)-10 y el hibrido diazabiciclico de ranolazina-metoprolol
[(S,5,5)(S,S,R)]-13, a partir de materias primas que fueron facilmente accesibles vy

aplicando estrategias quimicas y enzimaticas de sintesis.

Se mejoraron los procesos descritos en la literatura para la obtencidon de ranolazina (rac-

7) y de (R)-2-{[4-(2-metoxiletil)fenoxi]metil}oxirano [(R)-12].

La ranolazina induce, en los anillos adrticos con endotelio, la sintesis/liberacién de ON y la

liberacion de algun prostanoide vasoconstrictor.

El compuesto [(S,S,5)(S,S5,R)]-10 induce una relajacion en mayor magnitud que la
ranolazina, dependiente de la dosis y predominantemente independiente del endotelio,
ademas de que en los anillos adrticos con endotelio induce la sintesis/liberaciéon de ON y

la liberacion de algun prostanoide vasoconstrictor.

El compuesto [(S,S,5)(S,S,R)]-13, ademas de inducir, en forma directa, una relajacion del
musculo liso vascular induce, en el endotelio, la sintesis/liberacién de algin prostanoide

vasoconstrictor, pero en menor magnitud que ranolazina.

El compuesto (S,5,5)-10 induce una relajacion de mayor magnitud que ranolazina,

promovida por la sintesis/liberacidon de ON en el endotelio.
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10. ANEXOS
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_ ANEXO 10.4
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O
ANEXO 10.4 b
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51 ANEXO 10.5
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ANEXO 10.6
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ANEXO 10.6
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SINTESIS QUIMICO-ENZIMATICA DE NUEVOS ANALOGOS DE RANOLAZINA'YY METOPROLOL
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ANEXO 10.7
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Effects of Ranolazine on Vasomotor Responses of Rat Aortic Rings
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Background and Aims. Ranolazine is a piperazine derivative that was approved in 2006
for the treatment of chronic stable angina. Compared with first-line drugs currently used
to treat angina, beneficial effects of ranolazine occur without changing hemodynamic
parameters such as heart rate and blood pressure. In the present study the effects of
ranolazine on vasomotor responses of rat aortic rings were examined.

Methods. Pharmacological evaluation was performed by analyzing the vasomotor
responses of ranolazine on aortic rings of adult male Wistar rats precontracted with phen-
ylephrine (107> M). In each experiment we used a pair of rings (with and without endo-
thelium) from the same aorta and superfused in the same bath.

Results. Ranolazine (107°—10"*M) induced a concentration-dependent relaxation of
phenylephrine-precontracted rings. The relaxation was only partially dependent on the
presence of the endothelium (56.78 £ 6.81% in rings with endothelium and
47.88 £ 4.70% in rings without endothelium). In rings with endothelium, L-NAME
induced a shift to the right of the concentration-response curve to ranolazine. Blocking
the cyclooxygenase pathway induced a leftward shift of the concentration relaxation
curve to ranolazine in both types of rings and increased the ranolazine-induced relaxation
in rings without endothelium.

Conclusions. Ranolazine has a vasodilatory effect that is predominantly endothelium-
independent. The synthesis/release of nitric oxide by the endothelium may, however,
contribute to its relaxing action. These effects of ranolazine may contribute to its bene-

ficial effects in patients with stable angina.

© 2012 IMSS. Published by Elsevier Inc.

Key Words: Nitric oxide, Stable angina, Vasodilation, Smooth muscle, endothelium.

Introduction

Ranolazine  (N-(2,6-dimethylphenyl)-2-[4-[2-hydroxy-3-
(2-methoxyphenoxy)-propyl]piperazin-1-yl] acetamide) is
a piperazine derivative that was approved by the U.S. Food
and Drug Administration (FDA) in January 2006 for use in
chronic angina therapy.

The effects of ranolazine have been tested in multiple clin-
ical trials where it has been shown to safely and effectively
reduce angina symptoms and to increase exercise tolerance
in patients with symptomatic coronary artery disease) (1—7).

Address reprint requests to: Ma. Cristina Paredes-Carbajal, Departa-
mento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Auténoma de México, México, D.E. C.P. 04510, México; E-mail:
cparedes54 @yahoo.mx

Action of ranolazine is in large part due to preservation
of myocardial blood flow during events that induce
ischemia, through its effects of inhibition of the late inward
sodium current (Iy,;) (8), prevention of myocardial cellular
sodium overload, and consequent calcium overload, and
thereby prevention of compression of intramyocardial
nutritive blood vessels by diastolic myocardial stiffness
(8). In animal models, the drug was shown to be a potent
inhibitor of the Iy,. through a concentration-voltage and
frequency-dependent inhibition (9,10). Ranolazine and
TTX, inhibitors of the late Na' current, attenuated
the palmitoyl-L-carnitine-induced ventricular contractile
dysfunction and the increase of coronary resistance in
guinea pig isolated heart (11).

In addition to its action to reduce late I,, ranolazine
also reduces Herg K* current (9) and is a weak PB;- and

0188-4409/$ - see front matter. Copyright © 2012 IMSS. Published by Elsevier Inc.

http://dx.doi.org/10.1016/j.arcmed.2012.11.002
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,-adrenergic receptor antagonist (12), and it has been
reported that it is a weak o adrenergic receptors antagonist
(13,14).

Because the effects of ranolazine on vascular reactivity
are not yet clearly established, in this study we analyzed
the effects of ranolazine on the vasomotor responsiveness
of rat aortic rings.

Materials and Methods
In Vitro Measurements of Vascular Responses

Experiments were performed in adult male Wistar rats
weighing 250—300 g. Animals were killed by cervical
dislocation followed by decapitation. All animals were
cared for in compliance with the guidelines of Animal Care
(NOM-062-ZO0O, Mexico) (15). Immediately thereafter,
a midsternal thoracotomy was performed, and the thoracic
aorta was excised and placed in a dissecting chamber filled
with aerated Tyrode’s solution. Under a stereoscopic micro-
scope the aorta was cleaned of connective and adipose
tissue. From the central portion of the aorta, 2-mm-long
rings were cut carefully to avoid damage to the endothe-
lium. In every other ring, the endothelium was removed
afterwards by gently rubbing the intimal surface.

For each experiment a pair of rings from the same aorta
(one with intact endothelium, the other without a functional
endothelium) was used. Each of these rings was suspended
horizontally in the same miniature organ chamber (volume
0.5 mL) between a stainless steel post fixed to the bottom of
the bath and a stainless steel hook attached to an isometric
force transducer (Grass, FT 03, Grass Instruments, Quincy,
MA). The vessels were continuously superfused with pre-
warmed (37°C) aerated (95% O, and 5% CO,) modified
Tyrode’s solution (composition in mM: NaCl, 137; KClI,
2.7; MgCl,, 0.69; NaHCOs;, 11.9; NaH,PO,, 0.4; CaCl,,
1.8 and glucose, 10; pH was adjusted to 7.4). The rings
were initially stretched until resting tension reached 2 g
and allowed to equilibrate for 1 h; during this period the
resting tension was continuously monitored (Grass, Model
79 Polygraph, Grass Instruments) and, if needed, readjusted
to 2 g by further stretching.

Before starting an actual experiment, the functional
integrity of both the smooth muscle layer and the endothe-
lium was confirmed using phenylephrine and carbachol
responsiveness as described elsewhere (16,17).

Experimental Protocol

In a first series of experiments, the effects of successively
increasing concentrations of ranolazine 107 "=107* M)
on the basal tension were analyzed in the absence or in
the presence of either the cyclooxygenase inhibitor indo-
methacin (10°% M) or the competitive inhibitor of nitric
oxide synthase Nw-nitro-L-arginine methyl ester L-NAME
(300 uM).

To investigate a possible relaxant action of ranolazine,
the effects of successively increasing concentrations of
ranolazine (107"'—=107* M) on phenylephrine (107> M)
precontracted aorta rings were analyzed. These effects were
determined in the absence and in the presence of either
indomethacin (107® M) or L-NAME (300 pM).

Reagents

Glucose was from Merck (Darmstadt, Germany). Ranola-
zine was prepared as described in the literature (19). All
other chemicals were from Sigma (St. Louis, MO).
Indomethacin was dissolved in 4% sodium carbonate.
Ranolazine, L-phenylephrine hydrochloride, carbachol
(carbamoylcholine chloride) and Nw-nitro-L-arginine
methyl ester hydrochloride (L-NAME) were dissolved in
deionized water.

Data Analysis

Ranolazine-induced relaxations are expressed as the
percent of the maximal tension induced by phenylephrine
(107> M). ICs, (—log of the mean molar concentration of
ranolazine producing 50% of the maximal response) was
determined with the software package Graph Pad Prism
(v.5) (San Diego, CA). Data are expressed as mean £+ SD
for tension development and as mean + SE for ICs, values.

Comparisons of means were made by one-way analysis
of variance (ANOVA) and differences between groups were
evaluated using Student-Newman-Keuls method (Graph
Pad Prism (v.5) software; St. Louis, MO); p value of 0.05
or less was considered significant.

Results
Effects of Ranolazine on Basal Tension

In order to analyze the effects of ranolazine on basal
tension, rat aortic rings, either with or without endothelium,
were exposed to successively increasing concentrations of
ranolazine (10’”—10’3 M). No change was observed in
basal tension in either of these rings. Similarly, when expo-
sure to increasing concentration of ranolazine was repeated
in the presence of either indomethacin or L-NAME, no
change in basal tension was observed in either type of rings.

Afterwards, the rings were washed with Tyrode solution
for 30 min. Rings were then exposed successively to phen-
ylephrine (107> M) and carbachol (10~> M). Under these
conditions, the contractile response to phenylephrine in
both types of rings was markedly depressed in comparison
with that recorded during the control phenylephrine- chal-
lenge. In rings with endothelium, tension reached, respec-
tively, 1.233 + 0.33 and 2.511 £ 0.379, whereas in rings
without endothelium, the contractile responses amounted
to 2.078 £+ 0.527 and 2.69 £+ 0.358 g, respectively. The
relaxation induced by carbachol was, however, similar to
that observed during the control challenge.
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Figure 1. Concentration-response curves to successively increasing concen-
trations of ranolazine (107°~10* M) in aortic rings precontracted with
phenylephrine (1073 M), with endothelium (@) and without endothelium
(0). In this figure and subsequent figures, the curves represent the percentage
of relaxation induced by ranolazine, relative to the maximal tension induced
by phenylephrine. Data are expressed as mean &+ SD (n = 5).

Concentration-response Curves to Ranolazine
of Phenylephrine-precontracted Rings

Concentration response curves to ranolazine 107 '"=107>M)
were performed in phenylephrine 107° M)-precontracted
aortic rings with or without endothelium. Concentrations
between 107% and 10™* M induced relaxant responses, which
were concentration- and partially endothelium-dependent.
Concentrations below 107® M did not cause any effect and
concentrations higher than 10™* M produced a long-lasting
inhibition of the contractile response to phenylephrine that
could not be reversed even after prolonged washing. There-
fore, in all subsequent experiments, concentrations of ranola-
zine between 107¢ and 10~* M were used. The maximal
relaxation induced by 10~* M ranolazine in rings with endo-
thelium was 56.78 + 6.81 (Figure 1, Table 1).

Although in rings without endothelium, concentration-
response curve to ranolazine showed a similar pattern
(Figure 1), the curve was significantly shifted to the right,
relative to the curve of rings with endothelium (ICsy with
endothelium 4.61 4+ 0.05 vs. ICsy, without endothelium
4.27 4 0.02, Table 1). The maximal relaxation was, however,
similar in both rings (56.78 £ 6.81 vs. 47.88 £+ 4.70 %, in
rings with or without endothelium, respectively, Table 1).

Indomethacin Effects on the Concentration-Response
Curves to Ranolazine

In the presence of indomethacin (10’6 M), the concentra-
tion response curve to ranolazine of rings with endothelium
was shifted to the left of the curve observed in the absence
of this cyclooxygenase inhibitor (ICsq 4.61 % 0.05 vs. ICsg
5.39 £+ 0.17, respectively, Figure 2A, Table 1). Maximal
relaxation to ranolazine of phenylephrine precontracted
rings with endothelium in the absence or presence of

indomethacin was similar (56.78 + 6.81 vs.
66.05 £+ 10.70, respectively, Figure 2A, Table 1).

In phenylephrine-precontracted rings without endothe-
lium, indomethacin (10~ M) shifted the concentration
response curve to ranolazine to the left (ICsy 4.27 £ 0.02
vs. ICs9 4.61 £ 0.04, in the presence and the absence of
indomethacin, respectively) (Figure 2B). Maximal relaxa-
tions to ranolazine in the absence or presence of indometh-
acin were significantly different (47.88 £ 4.70 vs. 66.25.+
4.45, respectively, Figure 2B, Table 1).

L-NAME Effects on the Concentration-response Curves to
Ranolazine

Inhibition of nitric oxide synthase with L-NAME decreased
the relaxant effect of ranolazine on phenylephrine-
precontracted rings with endothelium (Figure 3A). The
concentration-response curve to ranolazine of these rings
was shifted to the right (ICsp 4.61 £ 0.05—ICsq
398 £ 0.09, in the presence and absence of L-NAME,
respectively, Figure 3A, Table 1). Maximal relaxation to ra-
nolazine in the presence of L-NAME was lower than in its
absence (34.94 £ 9.88 vs. 56.78 £ 6.81, respectively).

Discussion

The present study showed that ranolazine relaxes
phenylephrine-precontracted rat aortic rings in a concentra-
tion-dependent manner. This relaxation was predominantly
endothelium independent. However, in rings with endothe-
lium, inhibition of the synthesis/release of nitric oxide
induced a shift to the right of the concentration-relaxation
curve to ranolazine and significantly reduced the maximal
relaxation.

Blocking the cyclooxygenase pathway induced a left-
ward shift of the concentration-relaxation curve to ranola-
zine in rings with and without a functional endothelium.

These results show that ranolazine relaxes phenylephrine-
precontracted aortic rings by acting directly on the smooth
muscle of the vessel with only a minor participation of the
endothelium. Recently, Deng et al. reported quite similar
effects of ranolazine in rat intrarenal arterial rings (19). This
author also explored the possible mechanisms underlying the
action of ranolazine on the vascular smooth muscle. Their
experiments demonstrated that the relaxing effect of ranola-
zine is mediated mainly by ranolazine acting as an o-adren-
ergic antagonist, and that at higher concentrations the
blockade of the L-type Ca*" channel may play a role. It is
thus reasonable to assume that similar mechanisms are
involved in the case of rat aortic rings.

In line with this interpretation it should be mentioned
that Nieminen et al. (14) in a quite different experi-
mental model, i.e., intracoronary or intrafemoral bolus
injection of ranolazine in anesthetized pigs, reported
a vasodilator effect of ranolazine, which the authors also
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Table 1. Relaxant effects of ranolazine on rat aortic rings, with and without endothelium, precontracted with phenylephrine (10~> M)

Drug With endothelium ICsg Max. tension (%) Without endothelium ICsq Max. tension (%)
Ranolazine 4.61 £ 0.05 56.78 + 6.81 427 + 0.02* 47.88 + 4.70
+ Indom. 539 +0.17"3 66.05 + 10.70° 4.61 £ 0.04"3 66.25 =+ 4.45'
+ L-NAME 3.98 + 0.09' 34,94 + 9.88' 4.42 + 0.03"" 52.38 + 9.76

1Cs0, molar concentration causing 50% of the relaxation induced by ranolazine (lO’f’—IO’4 M). Max. (%), percentage of decrease in tension compared to the

maximum tension developed in response to phenylephrine (107> M).
+ Indom, with indomethacin (10~° M).
+ L-NAME, with L-NAME (300 puM).

Percentages of maximum relaxation are presented as mean £ SD. Data of ICs( are presented as mean + SE.

n =5 for all groups.

!23Denotes significant differences among the same group (' vs. ranolazine * vs. + Indom® vs. +L-NAME, (p <0.05).
*Denotes significant differences between groups with or without endothelium (p <0.05).

attributed to the blockade of vascular smooth muscle
a-adrenoceptors (14).

The small endothelium-dependent fraction of the relax-
ing effect of ranolazine in our experiments is evidently
mediated by the nitric oxide because it was abolished after
inhibiting its synthesis. In the study by Deng et al. (19),
inhibition of nitric oxide synthesis did not alter the relaxing
effect of ranolazine, suggesting that, in intrarenal arteries,
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Figure 2. Concentration-response curves to successively increasing concen-
trations of ranolazine (10~°—10~* M) in phenylephrine- precontracted rings
[10~> M with (A) or without endothelium (B)]. In the absence (@) or in the
presence (0) of indomethacin (10’6 M). Data are expressed as mean + SD
(n=275).

ranolazine induces the release of a hyperpolarizing factor
from the endothelium.

Regarding the potentiation (significant leftward shift of
the concentration-relaxation curve) of the relaxing effects
of ranolazine by indomethacin, it may tentatively be
explained by the suppression of the synthesis of a cycloox-
ygenase-dependent vasoconstrictor prostanoid, which in the
absence of indomethacin generates a substantial fraction of

140 4
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Figure 3. Concentration-response curves to successively increasing concen-
trations of ranolazine (10~®—10~* M) of phenylephrine-precontracted aortic
rings [107> M with (A) or without endothelium (B)], in the absence (@) or
the presence (<) of L-NAME (300 uM). Data are expressed as mean + SD
(n=75).
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the tension induced by phenylephrine. In fact, both in rings
with and without a functional endothelium the contractile
response to phenylephrine is markedly reduced by the inhi-
bition of the cyclooxygenase pathway (see Table 1 in
Paredes-Carbajal et al., 1997) (17).

The results of the present study suggest that the vasodi-
latory effect of ranolazine may contribute to its beneficial
effects in patients with stable angina.
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