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Introducción 

 

 

 

 

 

“Cuando Robert Furchgott, Louis Ignarro y Ferid Murad descubrieron, de 

manera independiente, que un gas de vida muy breve, el óxido nítrico (NO), 

se producía endógenamente y actuaba como molécula señalizadora entre 

células, aquello fue algo inesperado y único. Se inició, así, un nuevo 

capítulo en la investigación biomédica y se abrieron nuevos horizontes. 

Fue Robert Furchgott quién abrió el camino en 1980. Durante los años 70, 

se había observado que la capa celular interna de los vasos sanguíneos, el 

endotelio, no sólo tenía propiedades pasivas y protectoras sino que la 

contracción y la relajación de los vasos sanguíneos dependían de la 

presencia del endotelio. En un brillante experimento (el llamado experimento 

sándwich), Furchgott hizo un descubrimiento crucial que sentó las bases 

para futuras investigaciones científicas. 

 

En este estudio se observaron las respuestas de distintas secciones de la 

aorta. Una sección tenía la capa endotelial intacta, mientras que en la otra 

se había eliminado. En ausencia de endotelio, Furchgott registró una 

contracción que respondía a la estimulación. La sección con endotelio se 

preparó de tal manera que no se pudieran dar ni la contracción ni la 

relajación. Cuando juntó las dos secciones en un modelo “sándwich”, 

observó que esa misma estimulación ya no producía una contracción, sino 

una relajación. Furchgott concluyó que en el endotelio se producía una 

sustancia desconocida, un factor, que se transportaba hasta la sección de la 

aorta sin endotelio y que eso provocaba la relajación. 

Fue un gran descubrimiento que dio el pistoletazo de salida en la búsqueda 

de la identidad de este factor endotelial, una búsqueda que duró seis años. 
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Se lanzaron diferentes hipótesis. Una de ellas señalaba que debía haber 

implicados compuestos nitrogenados. En este campo de la investigación se 

movía Ferid Murad. Sabía que la nitroglicerina activaba una enzima en las 

células musculares aórticas, la guanilato cliclasa (GC), que aumentaba el 

cGMP (guanosín monofosfato 3’, 5’-cíclico) y provocaba relajación. En este 

momento Ferid Murad planteó una pregunta importante: ¿Actuaba la 

nitroglicerina liberando NO? Probó esta hipótesis burbujeando NO gaseoso 

a través de una preparación de tejido con GC. La producción de cGMP 

aumentó. Se acababa de descubrir una nueva forma en la que las drogas 

activaban la función de una enzima. El principio de acción de la 

nitroglicerina, desconocido hasta ahora a pesar de los más de 100 años de 

exitosos tratamientos de la angina de pecho, se había descubierto. 

Estos experimentos llevados a cabo por Ferid Murad, unos años después 

del descubrimiento de Furchgott del factor endotelial, crearon un 

conocimiento nuevo que, posteriormente, se convertiría en la clave de la 

identificación del factor endotelial. 

Fue en este camino en el que el tercer premiado, Louis Ignarro, conducía 

sus actividades y experiencias científicas. Inspirado por los descubrimientos 

de Murad, también, observó que el NO relajaba la vasculatura. De manera 

simultánea e independiente a Robert Furchgott, añadió, durante la primera 

mitad de los años 80, nuevos descubrimientos sobre este factor. Su 

identidad era cada vez más clara. La búsqueda del desconocido factor 

endotelial de Furchgott acabó en un congreso científico en la Clínica Mayo, 

en Rochester, Minnesota (EE.UU), en el verano de 1986. 

En el congreso, Furchgott concluyó, basándose en varios hallazgos, que el 

factor era idéntico al NO. Ignarro apoyó esta teoría en el mismo congreso, y 

fue más allá, con un interesante experimento: utilizó el análisis de espectro, 

lo que significa que cada sustancia emite un espectro único y específico. 

Encontró espectros idénticos cuando la hemoglobina reactiva reaccionaba 

con el factor endotelial, y cuando reaccionaba con el NO, y concluyó que el 
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factor era el NO. La búsqueda había acabado, el misterio del factor 

endotelial se había resuelto. 

 

Este gas endógeno de vida breve, con capacidad para actuar como una 

molécula señalizadora entre las células del cuerpo, supuso un fenómeno 

nuevo. El descubrimiento explicaba el mecanismo de acción de la 

nitroglicerina al tratar la tensión arterial y la angina, enfermedad que padeció 

Alfred Nobel… El descubrimiento de que el factor endotelial era el NO 

también abrió la puerta a nuevas terapias en la medicina clínica, mejoró la 

capacidad de diagnóstico de enfermedades inflamatorias graves y abrió 

nuevas posibilidades para el desarrollo de medicamentos. La investigación 

en el campo del NO desde 1986 hasta nuestros días es enorme. 

Profesores Robert Furchgott, Louis Ignarro y Ferid Murad: Sus 

descubrimientos sobre el NO como molécula señalizadora en el sistema 

cardiovascular, no sólo han explicado los mecanismos de acción de un 

antiguo e importante grupo de medicamentos, los nitro- vasodilatadores, 

sino que además han abierto nuevos caminos para el tratamiento y 

diagnóstico de muchas enfermedades. Sus descubrimientos han elevado la 

investigación médica a una nueva era. (…)”1a  

 

En la actualidad, el Óxido Nítrico (NO) se encuentra relacionado con 

infinidad de procesos tanto fisiológicos como patológicos. Su implicación en 

enfermedades neurodegenerativas, inflamatorias, inmunes o 

cardiovasculares suscitó mucho interés y promovió la búsqueda de 

estrategias tanto para luchar contra estas patologías como para entender su 

fisiopatología. 

 

La familia enzimática de las Óxido Nítrico Sintasas (NOSs) es la 

responsable de la biosíntesis del NO. Estas isoenzimas tienen distinta 

localización y están sujetas a una estricta y compleja regulación, lo que 

hace que cualquier desajuste positivo o negativo conlleva la alteración y el 

 5 



Meriem Chayah Ghaddab 

desorden de todos los procesos fisiológicos relacionados. De este modo, 

una sobreexpresión de las isoformas neuronal (nNOS) e inducible (iNOS) a 

nivel del sistema nervioso (SN) causa un exceso de NO que genera un 

estado progresivo de estrés oxidativo y nitrosativo. Esta situación produce 

alteraciones a nivel de las células nerviosas induciendo su apoptosis y la 

consiguiente degeneración neuronal. También el aumento de la expresión 

de iNOS se ha visto implicado en enfermedades inflamatorias crónicas, 

varios tipos de tumores, etc. Igualmente una alteración en los niveles de la 

eNOS contribuye a la patogénesis de ciertas enfermedades vasculares 

como la aterosclerosis y la hipertensión. 

 

Por todo lo anterior, la regulación farmacológica de la síntesis de NO 

representa una importante estrategia en el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas, inflamatorias, cardiovasculares y en la quimio-

prevención del cáncer. 

 

En este sentido se plantea la presente investigación con el fin de desarrollar 

nuevas moléculas que inhiban la nNOS y la iNOS sin afectar a la eNOS ya 

que la inhibición de esta última produce efectos adversos a nivel vascular. 

 

En este trabajo se detalla el diseño, síntesis, caracterización y análisis de la 

actividad biológica de 3 familias de inhibidores de las isoformas neuronal e 

inducible de la NOS. 
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Introducción 

1.1 Óxido Nítrico 
 

El óxido nítrico (NO) es un gas diatómico hidrofóbico sintetizado en distintas 

células del organismo. Es un importante metabolito en el organismo de los 

mamíferos1b. Su pequeño tamaño y su carga neutra le permiten difundir 

rápidamente (50um/s) de su lugar de formación al de su acción atravesando 

las membranas biológicas de la mayoría de los tejidos2. Es un radical libre 

con un electrón desapareado que tiene una vida media de 0.5-5 segundos3 

antes de convertirse en nitrato (NO3
−) o nitrito (NO2

−)4. Estas características 

junto con los diferentes estados de oxidación del nitrógeno5 (forma reducida 

como nitrosilo NO− y forma oxidada como nitrosonio NO+) constituyen la 

base de su implicación en una gran variedad de reacciones. Es capaz de 

interaccionar con moléculas inorgánicas, grupos prostéticos y proteínas 

siendo muchos de éstos receptores y moléculas reguladoras6. 

 

Por todas estas peculiaridades, desde su descubrimiento, en 1980, como el 

factor relajador derivado del endotelio (EDRF) por parte de Furchgott y 

Zawadzki7, se le fueron atribuyendo numerosas funciones fisiológicas e 

implicando en diversos procesos patológicos8-11. 

 

En el sistema cardiovascular, el NO interviene en la regulación de la presión 

arterial controlando el tono vascular y actuando como agente vasodilatador, 

inhibe la agregación plaquetaria y leucocitaria y mejora la microcirculación 

gástrica. En los riñones controla la microcirculación glomerular y la 

secreción de sodio12. Además, está muy relacionado con el sistema 

inmunitario13,14 al estar implicado en procesos inflamatorios como artritis, 

miocarditis, colitis, nefritis y, también, con grandes patologías de nuestro 

tiempo como la diabetes, el cáncer o el sida15-17.  

 

Por otro lado, además de actuar como un mensajero biológico, el NO 

interviene a nivel del SN como un neurotransmisor, aunque atípico. A pesar 
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de que cumple algunos criterios establecidos para este tipo de moléculas 

(difunde de una neurona a otra y tiene un receptor hierro hemínico en el 

centro activo de la GC), incumple otros (no se almacena en vesículas 

sinápticas, no se libera por exocitosis, no se metaboliza por enzimas 

específicas y su receptor es la GC y no un receptor de membrana)18-21. En el 

sistema nervioso periférico (SNP), el NO controla la secreción hormonal, la 

visión, la respiración, etc. Mientras, en el sistema nervioso central (SNC), 

juega un papel crítico en diversas funciones como la memoria y el 

aprendizaje, la secreción de neurotransmisores, la plasticidad sináptica, la 

regulación de la expresión de ciertos genes y la percepción del dolor entre 

otras. Sin embargo, el NO se asocia, también, con la dependencia física a 

drogas, el daño neuronal causado por el etanol y con multitud de procesos 

neurodegenerativos como las enfermedades de Párkinson, Alzheimer, 

Huntington, etc22. 

1.2 Biosíntesis del NO 

Inmediatamente después de la identificación del NO, el grupo de Moncada 

demostró que éste se sintetizaba a partir del amino ácido L-arginina23 que 

se encuentra de forma natural a altas concentraciones (60-80 µM) en la 

sangre y en el fluido extracelular, y a concentraciones todavía más altas 

dentro de las células24.  

La reacción de síntesis del NO consiste en una serie de oxidaciones y 

reducciones, catalizada por la familia de las óxido nítrico sintasas (NOSs) y 

en la que se encuentran implicados varios cofactores que tienen su sitio de 

unión específico en la enzima. El átomo de nitrógeno del NO proviene del 

nitrógeno guanidínico de la L-arginina y el átomo de oxígeno del oxígeno 

molecular (O2).  

La reacción de síntesis se produce en dos fases que combinan la reducción 

del NADPH (nicotinamida adenín dinucleótido fosfato), uno de los 
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cofactores, con la oxidación del hierro del grupo hemo  presente en el sitio 

activo. La reacción resulta en la conversión de la L-arginina en L-citrulina y 

NO. En la primera fase, la arginina se transforma en Nω-hidroxi-L-arginina 

(NHA) consumiendo un mol de O2 y un mol de NADPH25,26. En la segunda 

fase, se consumen otro mol de O2 y 0.5 mol de NADPH con los que el 

intermediario NHA se oxida a L-citrulina y el nitrógeno Nω-guanidino se 

libera en forma de NO23,27,28. En líneas generales, por cada mol de NO 

generado se consumen 2 moles de oxígeno y 1.5 moles de NADPH29 

(Figura 1). 

 

COOH3N

NH

NHH2N

COOH3N

NH

NH2N

COOH3N

NH

OH2N

NO

OH

O2 H2O

NADPH NADP+

O2 H2O

1/2NADPH 1/2NADP+

L-Arginina Nω-Hidroxi-L-arginina L-Citrulina  
 

Figura 1. Biosíntesis del NO a partir de L-arginina.  

 

Para la activación del oxígeno molecular, el NADPH actúa como fuente de 

electrones. Estos electrones se transportan a través de los cofactores FAD 

(flavín adenín dinucleótido) y FMN (flavín monoleótido) hasta el hierro del 

grupo hemo que representa el centro catalítico responsable de la unión y 

reducción de oxígeno y, en consecuencia, la correspondiente oxidación del 

sustrato L-arginina30. 

 

Hasta hace poco, se pensaba que las NOSs eran las únicas fuentes de NO 

en los mamíferos, pero se ha demostrado que hay una ruta alternativa para 

su formación. Se trata del ciclo de nitrato-nitrito-NO, en el que los iones 

inorgánicos NO3
− y NO2

− se reconvierten en NO a nivel de la sangre y los 

tejidos. La primera etapa, reducción de NO3
− a NO2

−, la realizan bacterias 
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comensales, mientras que el paso de NO2
− a NO lo llevan a cabo 

enzimas31,32.  

 

Esta ruta destaca por sus condiciones anaeróbicas al contrario de la ruta de 

la NOS ya que las bacterias no necesitan oxígeno para la reacción de 

reducción. Se ha demostrado que, a muy bajas concentraciones de 

oxígeno, se puede generar NO de forma independiente de la NOS y 

dependiente de NO2
−. Esto hizo pensar que esta ruta alternativa se puede 

considerar como un sistema de apoyo complementario a la ruta clásica 

principalmente en condiciones de hipoxia, cuando las isoformas de la NOS 

no son funcionales. Y todo ello para garantizar unos niveles adecuados de 

NO cuando el aporte de oxígeno es limitado33. 

 

1.3 Óxido Nítrico Sintasas 
 

1.3.1 Visión general y clasificación 
 

La síntesis enzimática del NO a partir de L-arginina está catalizada por una 

familia de isoenzimas denominada Óxido Nítrico Sintasas (NOSs). En los 

mamíferos se han descubierto, hasta la actualidad, cuatro isoformas: NOS 

neuronal (nNOS o NOS-I), NOS inducible  (iNOS o NOS-II), NOS endotelial 

(eNOS o NOS-III)34 y NOS mitocondrial (mtNOS)35-37. Sobre ésta última 

parece que todavía no hay claro consenso38.  

 

El nombre de cada isoforma proviene de las células en las que fue 

descubierta por primera vez y el número indica el orden en el que fueron 

aisladas. Aunque estas isoenzimas convergen en la biosíntesis del NO, 

presentan varias diferencias a nivel de sus genes de procedencia, su  

secuencia de aminoácidos, localización subcelular, regulación y funciones. 
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Las tres principales isoformas de la NOS son codificadas por genes con 

distinta localización cromosómica39 (Tabla 1).  

 
Isoforma humana Cromosoma Tipo Dependencia de Ca 

nNOS (NOS-I) 12 Constitutiva Ca-dependiente 

eNOS (NOS-II) 7 Constitutiva Ca-dependiente 

iNOS (NOS-III) 17 Inducible Ca-independiente 
 
Tabla 1. Características y localización cromosómica de las NOSs 
humanas24,39 . 

 

Las isoformas nNOS, descubierta por Bredt y Snyder20, y eNOS, 

inicialmente identificada por Lamas y Michel40,  son constitutivas bajo la 

mayoría de las condiciones aunque pueden ser inducidas en situaciones de 

estrés, daño y/o diferenciación celular41. Son  calcio-dependientes de 

manera que requieren altas concentraciones de calcio para activarse. El 

aumento de los niveles de calcio intracelular  (≥100nM) permite la formación 

del complejo Ca-calmodulina (CaCaM) necesario para la activación de 

ambas isoformas42.  

 

La isoforma inducible, aunque se detectó de forma constitutiva en pocos 

tipos celulares y en muy pequeñas concentraciones, su expresión es 

inducida transcripcionalmente en todos los tipos celulares en los que se ha 

probado43 por endoxinas como el lipopolisacárido (LPS) y mediadores pro-

inflamatorios endógenos tales como las citoquinas IFN- γ y TNF-α e 

interleuquina-1β (IL-1β)44. La iNOS, a diferencia de las otras isoformas, no 

depende del calcio para su activación ya que la CaM se encuentra 

permanentemente unida a su estructura45. 

 

La última isoforma descubierta, la mtNOS, ha sido y es un tema 

controvertido ya que, tras muchos estudios, se pudo observar que 

compartía muchas características con la isoforma neuronal y algunos la 
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identificaron como un transcrito de la nNOS, miristoilado y fosforilado, 

asociado a la membrana mitocondrial46. Se encuentra en la membrana 

interna de la mitocondria próxima a la cadena de transporte electrónico. Es 

constitutiva y Ca-dependiente. Así, un aumento en la concentración de Ca 

intramitocondrial aumenta la actividad de la isoenzima y como consecuencia 

disminuye el consumo de oxígeno y el potencial transmembrana y 

viceversa. Esto indica que la mtNOS interviene en la modulación de la 

respiración mitocondrial, la disponibilidad de oxígeno y de energía en las 

células y la señalización intramitocondrial relacionada con la apoptosis47. 

 

1.3.2 Estructura 
 

Las NOSs son enzimas voluminosas (Tabla 2) que presentan entre un 50 y 

60% de similitud y que se sintetizan como proteínas monoméricas 

constituidas por dos dominios de plegamiento independiente: un dominio 

oxigenasa en el extremo N-terminal y un dominio reductasa en el extremo 

C-terminal. Los dos dominios están unidos por un polipéptido con secuencia 

de unión a CaM44 (Figura 2).  

 
Isoforma 
humana 

Número de amino 
ácidos (aa), tamaño 

Estructura Cofactores 

nNOS (NOS-I) 1434 aa, 161 kDa Homodímero NADPH, FAD, FMN, 
hemo, BH4, CaM 

eNOS (NOS-II) 1203 aa, 133 kDa Homodímero NADPH, FAD, FMN, 
hemo, BH4, CaM 

iNOS (NOS-III) 1153 aa, 131 kDa Homodímero NADPH, FAD, FMN, 
hemo, BH4 

 
Tabla 2. Estructura de las NOSs humanas y aspectos relacionados48.  
 

La forma monomérica de la enzima es inactiva, y tiene que formar una 

estructura homodimérica mediante la unión de dos monómeros en la región 

hemo del dominio oxigenasa49. 
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Figura 2. Dominios estructurales de las NOS humanas49. 

 

La nNOS es la isoforma más voluminosa (Figura 2A). Su mayor tamaño se 

debe, principalmente, a una extensión N-terminal exclusiva que incluye un 

dominio PDZ y una secuencia polipeptídica, que interacciona con la cadena 

ligera de dineína DLC8/DYNLL150,51, implicados ambos en procesos de 

localización subcelular y regulación de la nNOS. Mientras la iNOS posee 

una secuencia de aminoácidos carboxi-terminales que corresponde con un 

motivo de unión a dominios PDZ52. Esta secuencia presenta una variabilidad 

dependiendo del tipo celular53,54 pudiendo indicar que diferentes proteínas 

con dominios PDZ pueden interaccionar específicamente con la iNOS en 

diferentes tejidos, determinando de esta forma una particular localización 

subcelular. 

 

El dominio oxigenasa (Figura 2B) es funcionalmente similar, aunque no 

existe homología, a los citocromos de la familia P450, en tanto en cuanto 

realiza reacciones de monooxigenación y presenta una cisteína que ejerce 

de ligando axial del Fe del grupo hemo en su forma de tiolato.  Es el dominio 

catalítico donde se produce la síntesis del NO y donde tienen sitio de unión 

la L-arginina, la tetrahidrobiopterina (BH4) y el grupo hemo43. En este 

dominio, existe, además, un grupo zinc-tiolato formado por un átomo de zinc 

enlazado por puentes de hidrógeno y en conformación tetraédrica con los 
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grupos tiol (-SH) de dos pares de cisteínas, localizadas simétricamente en la 

interfase del dímero. Esto es esencial para la estabilidad del dímero y 

favorece la unión de BH4
55.  

 

El dominio reductasa alberga sitios de unión para los cofactores redox: 

NADPH, FAD y FMN. Este dominio de las NOSs presenta alta homología 

con el de los citocromos P450. Su principal función es permitir que el 

NADPH (donador de electrones) done electrones al grupo hemo (aceptor de 

electrones) a través de las flavinas FAD y FMN que actúan como cadena de 

transporte de electrones (Figura 3)56. La unión de la CaM permite la 

formación del dímero y por tanto la transferencia de los electrones de las 

flavinas al grupo hemo. El flujo de electrones se entrecruza entre los dos 

monómeros y los electrones de las flavinas que salen de uno pasan al grupo 

hemo del otro, lo que podría explicar la inactividad de los monómeros en 

estado fisiológico57. 

 

En la zona de unión de la FMN de las isoformas constitutivas (nNOS y 

eNOS) existe una secuencia de 40-50 aminoácidos que sirven de lazo 

autoinhibitorio que desestabiliza la unión de CaM a bajas concentraciones 

de calcio impidiendo la transferencia de electrones de FMN al grupo 

hemo58,59. La NOS inducible no tiene este lazo ya que, cotraduccionalmente, 

se le une la CaCaM de forma irreversible. Esta irreversibilidad se explica a 

través de los numerosos contactos entre ambas proteínas mostrados 

recientemente en una estructura cristalina del complejo60. 
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Figura 3. Estructura tridimensional de los dominios de las NOSs alineados según 
su secuencia de aminoácidos. Domino reductasa, dominio de unión a CaM y 
dominio oxigenasa dimérico56. 

 

1.3.2.1 Dimerización 
 

Los homodímeros de las tres isoformas, a pesar de la similitud de los 

monómeros, presentan una gran diferencia a nivel de la fuerza de 

asociación de los monómeros, de su interfase y de la influencia de la L-

arginina y BH4 en su formación y estabilidad, dejando una puerta abierta a 

su regulación61.  

 

Para ser catalíticamente activas y sintetizar NO, todas las isoenzimas 

requieren una dimerización (Figura 4)62a. Este proceso es esencial porque 

permite la unión de la BH4 a las dos subunidades, aumenta la afinidad del 

sitio de unión de la L-Arg y facilita el flujo electrónico hacia el grupo hemo.  

 

Los monómeros, y los dominios reductasa por sí solos son capaces de 

transferir los electrones de NADPH a las flavinas FAD y FMN y tienen una 

capacidad limitada para reducir el oxígeno molecular a O2
−. Los monómeros 

 15 



Meriem Chayah Ghaddab 

y los dominios reductasa aislados pueden unir CaM, lo que estimula la 

transferencia de electrones al dominio reductasa. Sin embargo, los 

monómeros no pueden unir el cofactor BH4 ni la L-Arg y por lo tanto no 

pueden catalizar la producción de NO (Figura 4A). La presencia del grupo 

hemo permite la dimerización de la NOS. El grupo hemo es el único cofactor 

indispensable para la interacción entre los dominios reductasa y oxigenasa 

y para la transferencia de electrones de un dominio a otro, desde las 

flavinas al grupo hemo del monómero opuesto. En ausencia de sustrato, las 

enzimas con el grupo hemo oxidan NADPH, produciendo O2
− (Figura 4B).  
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Figura 4. Estructura y dimerización de las NOSs en el proceso de síntesis del 
NO62a. 
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Los electrones donados por el NADPH se transfieren del dominio reductasa 

al dominio oxigenasa via FAD, FMN y CaM39,63. El sitio de unión a CaM 

regula el flujo de electrones entre las dos regiones64,65. Cuando aumentan 

los niveles de calcio intracelular, la CaM se une a él para formar el complejo 

CaCaM66, permitiendo el flujo de electrones y la oxidación de la L-arginina 

para formar L-citrulina y NO. En presencia de cantidades suficientes de 

sustrato (L-arginina) y cofactor BH4, los dímeros de NOS acoplan la 

reducción de oxígeno para sintetizar NO y L-citrulina (Figura 4C, 5)62a,b. 

Figura 5. Flujo de electrones desde el NADPH hasta el grupo hemo para la síntesis 
del NO62b. 

1.3.3 Expresión y localización subcelular  

Después de su descubrimiento en determinados tipos celulares, las NOSs 

se fueron encontrando en más células y tejidos (Tabla 3).   

Isoforma humana Expresión Localización 
subcelular 

nNOS (NOS-I) 
Neuronas 
Músculo esquelético 
Músculo cardíaco 

Citosol- 
membrana-núcleo 

eNOS (NOS-II) Células endoteliales Membrana- 
aparato Golgi 

iNOS (NOS-III) Cualquier célula Citosol-membrana 

Tabla 3. Tipos celulares en los que se expresan las NOSs y localización 
subcelular. 
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La nNOS se expresa mayoritariamente en las neuronas del SNC, aunque 

también, en nervios nitrérgicos periféricos, en la médula espinal, en los 

ganglios simpáticos, en glándulas adrenales, en células epiteliales de varios 

órganos, en células de la mácula densa en el riñón, en células de islotes 

pancreáticos, en neutrófilos, en el músculo cardíaco, en el músculo liso 

vascular44,67, en el músculo liso del tracto gastrointestinal, en los cuerpos 

cavernosos del pene, en la uretra y la prostata68 y en el músculo 

esquelético69,70. Su localización subcelular viene determinada por la 

interacción de su dominio PDZ y la secuencia polipeptídica de su extremo 

N-terminal con muchas otras proteínas celulares71-73. Así, se detectó la 

nNOS tanto en el citosol como asociada a la membrana plasmática74 y 

también, recientemente, en el núcleo, lo que puede contribuir a sus diversas 

funciones63.  

 

La eNOS se expresa, principalmente,  en células endoteliales, si bien 

también se encuentra en miocitos cardíacos, plaquetas, ciertas neuronas 

del cerebro, en sincitio-trofoblastos de la placenta humana,  en células 

epiteliales de algunos órganos75,68, en células tubulares del riñón, 

fibroblastos, osteoblastos, etc76. Intracelularmente, se localiza, 

específicamente, en el aparato de Golgi y en pequeñas invaginaciones de la 

membrana plasmática llamadas caveolas, en forma dimérica funcional48. 

Además, una pequeña proporción se encuentra asociada al citoesqueleto 

en estado inactivo. Se detectó, también, en el citosol pero no se sabe si es 

activa o activable77. En esta localización subcelular intervienen acilaciones 

del extremo N-terminal: la miristoilación (Gly2) y la palmitoilación (Cys15, 

Cys25)78, que afectan a la asociación a la membrana y al tráfico subcelular, 

y al direccionamiento a las caveolas, respectivamente. 

 

La iNOS fue localizada, por primera vez, en macrófagos pero,  

posteriormente, en hepatocitos, células del músculo liso vascular, miocardio, 

microglía, astrositos, neuronas, mastocitos, linfocitos, hepatocitos, 
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cardiomiocitos, músculo esquelético, etc.44,79,80. Generalmente, la iNOS no 

se encuentra anclada a la membrana plasmática pero su presencia está 

enriquecida en ciertas zonas de la célula48. En forma palmitoilada, se puede 

encontrar anclada a la membrana plasmática aunque no necesariamente a 

las caveolas81. 

 

1.3.4 Regulación de la actividad 
 

La regulación de la actividad de la nNOS y eNOS se produce de muchas 

maneras, a diferencia de la iNOS, que principalmente, se regula a nivel de 

expresión por mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales39,82,83.  

 

Generalmente, los principales mecanismos que modulan la actividad de las 

NOSs son la dimerización, la fosforilación, la disponibilidad de sustratos y 

cofactores y la interacción con otras proteínas. Estos factores pueden 

afectar positiva o negativamente la actividad.  

 

La dimerización aumenta la actividad de las NOSs al crear sitios de unión 

de gran afinidad por la BH4 y la L-arginina, facilitando el flujo de electrones, 

como se ha comentado previamente. Además, la estabilización de los 

dímeros protege a las NOSs de la proteólisis63. La dimerización de la nNOS 

se puede inhibir por la PIN (proteína inhibidora de NOS)84 y la de la iNOS 

por la kalirina a nivel cerebral85. 

 

La fosforilación afecta a la actividad de las NOSs de diferentes maneras, 

algunas aumentan la actividad mientras que otras la disminuyen. La nNOS y 

la eNOS se fosforilan en residuos de serina por proteínas quinasas63,86. La 

iNOS, también, parece ser regulada por fosforilación ya que hay datos que 

indican que tirosinas quinasas y fosfatasas regulan iNOS en macrófagos, 

aunque no se sabe cómo5. 
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Como se mencionó anteriormente, las NOSs requieren para su actividad la 

presencia de cinco cofactores (FAD, FMN, hemo, BH4 y CaM) y tres 

sustratos (L-arginina, oxígeno y NADPH). El grupo hemo es indispensable 

para la dimerización y la interacción entre los dominios reductasa y 

oxigenasa. En ausencia de sustrato, las enzimas con el grupo hemo oxidan 

el NADPH produciendo O2
−. Las flavinas transportan los electrones hasta el 

hemo a través de la CaCaM que en su ausencia se ralentiza el flujo de 

electrones y se inactiva el enzima. La CaCaM se asocia a las isoformas 

constitutivas cuando aumentan los niveles intracelulares de calcio (dos 

cationes de calcio se unen a la CaM).  Cuando vuelven a disminuir, el 

complejo CaCaM se disocia de las enzimas que se inactivan de nuevo63. 

Por su parte, la iNOS está permanentemente unida a la CaM y de este 

modo siempre activa, aún a niveles basales de calcio82.  

 

Las interacciones de las NOSs con otras proteínas se realizan a través de 

los dominios PDZ de forma alostérica, actuando sobre la unión de la CaM o 

a través de cascadas de señalización. Algunas de estas interacciones ya se 

han comentado: la interacción con la CaM (que por sí depende también de 

los niveles de calcio intracelular, como se ha descrito anteriormente), con la 

PIN y con la Kalirina. Otros ejemplos de interacciones son las que se 

producen entre la nNOS o la iNOS y la chaperona Hps90, incrementando su 

actividad87 o la que ocurren entre la eNOS y la caveolina-1 o la caveolina-3 

que inhiben la unión de CaCaM suprimiendo la actividad63,88. 

 

1.4 Funciones del NO 
 

Las funciones del NO dependen fundamentalmente de la isoforma que lo 

sintetiza. La Figura 6 resume las funciones fisiológicas y patológicas en las 

que está implicado. 
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El NO producido por la nNOS está principalmente implicado en la 

señalización neuronal, la plasticidad sináptica, la modulación de rutas 

implicadas en el aprendizaje, la expresión del dolor y la neurotoxicidad89. 

 

El NO sintetizado por la eNOS interviene en la regulación de la función 

vascular. Promueve la vasodilatación, modula la presión arterial y mejora la 

microcirculación gástrica. Reduce los efectos dañinos de la ateroesclerosis 

y protege contra la hipoxia pulmonar. Por otro lado, inhibe la agregación 

plaquetaria y leucocitaria, así como la interacción entre plaquetas y 

leucocitos en el endotelio vascular. También, atenúa la respiración 

mitocondrial, regula la apoptosis, y reduce el estrés oxidativo. Los efectos 

del NO sobre la mitocondria, la muerte celular y el daño oxidativo protegen 

el corazón y otros tejidos frente a los daños isquémicos. El NO, además, 

aumenta la respuesta angiogénica tras una isquemia prolongada. En 

condiciones isquémicas, el NO2
− se reduce a NO confiriendo citoprotección, 

mejora del flujo sanguíneo y angiogénesis vascular90. 
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Figura 6. Funciones del NO. 

 

El NO producido por la iNOS forma parte de la inmunidad no específica, 

ejerciendo acciones citostáticas o citotóxicas frente a microorganismos y 

células tumorales91. Actúa como modulador del sistema inmune y como un 

mediador proinflamatorio. Sin embargo, el NO posee la dualidad 

protectora/destructora inherente a los principales componentes del sistema 

inmune pudiendo causar procesos patológicos92, como asma artritis, 

esclerosis múltiple, colitis, enfermedades neurodegenerativas, desarrollo de 

tumores, rechazo a los trasplantes o choque séptico93. 
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1.4.1 NO en el Sistema Nervioso 

Figura 7. El NO en el sistema nervioso central y periférico69. 

A nivel del SNC (Figura 7), el NO es un mensajero retrógrado que coordina 

el aumento de los mecanismos pre y post-sinápticos involucrados en las 

principales formas de plasticidad sináptica, relacionadas con el aprendizaje 

y memoria: potenciación a largo plazo (LTP) y depresión a largo plazo 

(LTD)94-96.  

El NO está relacionado con el desarrollo del cerebro, la formación de la 

memoria y el comportamiento mediante la regulación de la plasticidad 

sináptica. La inhibición de la síntesis de NO produce amnesia97 y afecta al 

aprendizaje espacial ya  la memoria olfativa98,99 y disminuye la actividad 

locomotora en tareas de habituación100. El NO, también, está implicado en la 

orientación neuronal101,102, el procesamiento visual103, el aprendizaje 

discriminatirio104, el comportamiento frente a la comida y la bebida105, la 

termorregulación106, la tolerancia y abstinencia a opiáceos107, el ritmo 

circadiano108, el sueño109 y la generación de patrones respiratorios110. La 

participación del NO en los mecanismos de comportamiento se ha 

confirmado en ratones deficientes de nNOS111. Está implicado, también, en 

las vías neurales nociceptivas centrales y periféricas112 y en la 
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neurogénesis63. Además, el NO participa en la regulación de la transmisión 

nerviosa a nivel del SNC, inhibiendo la respuesta a la dopamina, 

noradrenalina y serotonina, o estimulando la liberación de acetilcolina7.  

 

Por otro lado, el NO está relacionado con la etiología de enfermedades 

neurológicas, como enfermedades neurodegenerativas crónicas y 

autoinmunes. Las concentraciones de NO presentes en el tejido inflamado 

bloquean reversiblemente la conducción en axones normales, 

desmielinizados y remilienizados. En enfermedades que se caracterizan por 

una pérdida generalizada de mielina, acompañadas de inflamación, como la 

esclerosis múltiple y el síndrome de Guillain- Barré, las altas 

concentraciones de NO podrían exacerbar los síntomas neuronales tanto en 

el SNC como en el SNP. 

 

El NO está implicado en la muerte neuronal tras un trauma. En la médula 

espinal, tras la avulsión de las raíces de los nervios espinales se observa la 

expresión de la nNOS y, posteriormente la muerte de las motoneuronas. Un 

pre-tratamiento con inhibidores de la nNOS aumenta sustancialmente la 

supervivencia neuronal. La excesiva liberación de glutamato y NO, junto con 

el estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial están relacionadas con varias 

enfermedades neurodegenerativas. Tras un ataque epiléptico, se induce la 

nNOS en varias regiones corticales113.  

 

El Párkinson se asocia con una progresiva pérdida de neuronas 

dopaminérgicas en la sustancia negra, que conlleva  disfunción motora 

extrapiramidal, con temblores, rigidez y bradiquinesia. Se ha observado que 

los pacientes con Párkinson presentan una mayor producción de NO y de 

nitración de tirosinas, así como una sobreexpresión de la nNOS en los 

ganglios basales114. Además, se ha observado en modelos de Párkinson 

que los ratones knockout para nNOS, y los tratados con inhibidores de las 
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NOSs son más resistentes a la neurotoxicidad y presentan un efecto 

protector en modelos de enfermedad de Huntington115. 

En la enfermedad de Alzheimer se ha observado un gran aumento de la 

expresión de las tres isoformas de las NOSs63,116. 

La administración de metales (aluminio y mercurio) induce cambios en la 

actividad de la nNOS en el cerebro y el cerebelo, lo que sugiere que la 

nNOS es un mediador en las enfermedades cerebrales inducidas por 

metales113. 

El exceso de producción de NO por la iNOS está relacionado con procesos 

inflamatorios agudos y crónicos en el SNC. 

En el sistema nervioso periférico (SNP) (Figura 6), el NO es un importante 

neurotransmisor inhibitorio de los neuronas no colinérgicas no adrenérgicas 

(NANC). Los nervios nitrérgicos periféricos se distribuyen ampliamente, y 

producen la  relajación del músculo liso en los sistemas gastrointestinal, 

respiratorio, vascular y urogenital. Esta relajación inducida por el NO 

produce en los cuerpos cavernosos del sistema genital la erección peneana. 

En el sistema gastrointestinal, el NO permite la acomodación de grandes 

volúmenes de comida en el estómago sin aumentar significativamente la 

presión intraluminal, regula el tono muscular de los esfínteres intestinales y 

permite el peristaltismo del tracto gastrointestinal.  

En el sistema pulmonar, el NO funciona como broncodilatador. En el 

sistema vascular la nNOS se encuentra en los nervios perivasculares de 

varios vasos sanguíneos, y constituye un mecanismo de control regional del 

flujo de sangre alternativo e independiente de la eNOS. Este NO parece ser 

particularmente relevante en la regulación del flujo sanguíneo cerebral. En 

el músculo esquelético hay una gran expresión de la nNOS, principalmente 

bajo el sarcolema de fibras rápidas, enfatizando el papel del NO como 

modulador de la fuerza contráctil113,69.  
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1.5 Mecanismos de acción del NO 
 

El NO ejerce sus efectos de forma directa o indirecta a través de varios 

mecanismos pero, probablemente, el mecanismo biológico más significativo 

es la reacción con metales de transición.    

Por sus propiedades como radical, el NO es capaz de donar electrones a 

los metales y formar aductos metal-nitrosilo. Los metales de transición más 

importantes en sistemas biológicos son el hierro, el cobre y el zinc. Estos 

metales son muy abundantes en los sitios catalíticos de los grupos 

prostéticos de enzimas y proteínas. Las reacciones con el hierro son las 

más estudiadas5 (Figura 8).  

 

 
 

Figura 8. Efectos directos del NO: reacciones con metales de transición117. 

 

De este modo, la interacción del NO con el grupo hemo de la enzima GC 

provoca su activación y la producción de GMPc118. Esta interacción es la 

que media muchos efectos fisiológicos del NO y particularmente el efecto 

vasodilatador que protagonizó su descubrimiento. Al aumentar los niveles 

del cGMP, se activa una proteína quinasa, generando una cascada de 
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fosforilaciones de la cual resulta la reducción de la concentración 

intracelular de calcio y la relajación del músculo liso vascular, la inhibición 

de la quimiotaxis para polimorfonucleares y el bloqueo de la adhesión y 

agregación plaquetaria y leucocitaria, entre otros efectos. Por otro lado, el 

NO tiene otras acciones directas, en virtud de las cuales estimula la 

ciclooxigenasa en los macrófagos, bloquea varias enzimas mitocondriales 

(citotoxicidad) y actúa como neurotransmisor en varias áreas del SNC 

(sistema límbico, áreas olfatorias, nociceptivas y de memoria) y SNP que 

involucran vías neuronales, como se ha descrito anteriormente. 

 

La S-nitrosilación es, también, otro mecanismo del NO que podría servir de 

almacenamiento transitorio o vehículo de suministro que guarde el NO o lo 

transporte cuando sea necesario, además de ser un mecanismo post-

traduccional119 y participar en el sistema de defensa neuronal antioxidativo.  

 

El NO puede actuar indirectamente, tras combinarse con otros radicales 

libres (Figura 9). Este mecanismo conduce a la formación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS: OH, H2O2) y de nitrógeno (RNS: NO2, 

N2O3,…), ya que el NO puede reaccionar con varios radicales libres entre 

los cuales destaca el anión superóxido (O2
-), liberado por la propia NOS y 

también por NADPH oxidasa, ciclooxigenasa, lipoxigenasa y xantina 

oxidasa, generando el peroxinitrito (ONOO-)120,121. Este último se protona 

dando el ácido peroxinitroso que se descompone generando el radical 

hidroxilo (OH•), uno de los radicales más reactivos y tóxicos. En condiciones 

fisiológicas, el O2
- es convertido por la superóxido dismutasa (SOD) en 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y agua evitando que interaccione con el NO. 

Puesto que la concentración de la SOD es bastante constante, la 

producción de peroxinitritos depende, casi exclusivamente, de las 

concentraciones de sus precursores NO y O2
- que, a su vez, depende de la 

actividad de las tres isoformas de la NOS117.   
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Figura 9. Efectos indirectos del NO: reacciones con radicales libres117. 

 

A través del ONOO-, principalmente o por sí solo, el NO puede interaccionar 

con grupos tioles de la lisina, metionina, histidina y, sobre todo, cisteína 

para formar derivados S-nitrosilados que alteran la conformación y/o la 

actividad de varias proteínas. También, el peroxinitrito puede nitrar a 

compuestos heterocíclicos como el triptófano y la guanina, o fenoles como 

la tirosina. De hecho, la presencia de la nitrotirosina se demostró en las 

enfermedades de Alzheimer122, Párkinson123 y esclerosis lateral 

amiotrófica124.  

El ONOO- produce también la peroxidación de los lípidos generando 

hidroxiperóxidos lipídicos y productos secundarios como los aldehídos, lo 

que provoca la alteración de la membrana plasmática, pérdida de la 

homeostasis y finalmente la muerte de la célula. 
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A nivel de la mitocondria, el NO, por competición con el oxígeno, inhibe 

reversiblemente la respiración mitocondrial, mientras que el peroxinitrito la 

inhibe irreversiblemente y participa en la apertura del poro de permeabilidad 

transitoria (PPT), implicado en la apoptosis y la necrosis celular. Además, el 

ONOO- es capaz de interaccionar con el DNA, tanto celular como 

mitocondrial, provocando su fragmentación. Este evento se ha observado 

en la isquemia cerebral125, en la enfermedad de Alzheimer126, en la 

esclerosis múltiple127 y en la degeneración de motoneuronas128.  

 
 
1.5.1 Mecanismos de neurotoxicidad del NO 
 

Los cambios positivos o negativos en las concentraciones fisiológicas del 

NO a nivel neuronal pueden ser la causa o, al menos, contribuir junto con 

otros factores, a la aparición de estados patológicos. Cuando se produce un 

aumento en los niveles de NO, el daño que se genera depende tanto de la 

concentración como de la presencia de otras sustancias reactivas, del 

tiempo de exposición y de la presencia de dianas. 

El NO participa en las neuropatologías a través de su acción a varios 

niveles: la producción de ROS y RNS e inducción de estrés oxidativo y 

nitrosativo; nitrosilación de grupos tioles de proteínas y nitración de residuos 

fenólicos; peroxidación lipídica; daño mitocondrial; daño del DNA; muerte 

neuronal e inflamación129.  

 

La neurotoxicidad del NO va acompañada de una excitotoxicidad 

relacionada con una activación excesiva de los receptores glutamatérgicos. 

El NO, a través de la activación de la GC, estimula la liberación del 

glutamato que interacciona con sus receptores postsinápticos N-metil-D-

aspartato (NMDA), produciendo una entrada masiva de calcio y el aumento 

de sus niveles intracelulares. El calcio activa la NOS, a través de la CaCaM, 

estimulando la liberación de NO que difunde fuera de la célula hacia otras 

células y vuelve a entrar en la misma provocando una nueva síntesis de 
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glutamato. Este mecanismo retrógrado se produce en condiciones 

fisiológicas, pero se transforma en neurotóxico cuando existe una activación 

persistente. 

 

Cuando el aumento de calcio persiste, además de la NOS, se activan 

proteasas, lipasas y endonucleasas. Las proteasas dañan al citoesqueleto y 

a las proteínas de membrana. Las lipasas catalizan la hidrólisis de los 

fosfolípidos de membrana, concretamente, la fosfolipasa A2 libera, tras la 

hidrólisis, el ácido araquidónico que es el precursor de varios mediadores 

inflamatorios. Las endonucleasas provocan la fragmentación y destrucción 

del ADN, conduciendo a la apoptosis (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Los eventos que contribuyen a la neurotoxicidad del NO. 

 

El aumento de los niveles de NO y calcio en la mitocondria hace que se 

reduzca la producción de ATP y que se forme el PPT en la membrana 

mitocondrial llevando a una mayor disminución de los niveles de ATP y a un 

aumento de RNS y ROS. La reducción de ATP resulta en una 

 ROS 
 RNS ↑ 
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despolarización de la membrana plasmática, ya que, por un lado, dejan de 

funcionar las bombas dependientes de ATP, lo que provoca una entrada 

masiva de agua y sodio y una salida de potasio causando edema celular y, 

por otro, sigue la entrada de más calcio, creando un círculo vicioso que lleva 

a la pérdida de la función neuronal y muerte necrótica o apoptótica de la 

célula130,131.  

Por su parte, los astrositos y la glía activada por los mediadores 

inflamatorios liberan más NO, producido por la iNOS132,133, y glutamato junto 

con otras sustancias proinflamatorias como el H2O2, IL-1, TNFα y la 

proteína precursora de amiloides (APP), lo que provoca un daño neuronal y 

mayor activación de la microglía. El daño neuronal, a su vez, incrementa la 

producción ROS y RNS, IL-1 y TNFα produciendo mayor activación de la 

microglía129 (Figura 11).  

Figura 11. Relación entre microglía activada y neuronas. 
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De todo lo expuesto anteriormente, se demostró el papel del NO como 

mediador en la neurodegeneración y en la activación de procesos 

inflamatorios y se justificó su relación con enfermedades relacionadas con el 

SN como Alzheimer, Párkinson, esclerosis lateral amiotrófica o corea de 

Huntington69,113,131.  

 

1.6 Inhibición de la síntesis del NO 
 

Teniendo en cuenta el potencial neurodestructivo y proinflamatorio de la 

sobreproducción de NO, la inhibición de la NOS se presenta como una 

estrategia terapéutica134 para tratar varios desórdenes de tipo inflamatorio, 

neurodegenerativo y cáncer135. Tratándose del NO esta aproximación no es 

tan sencilla. Impedir que el NO actúe como segundo mensajero, llegando 

hasta sus dianas fisiológicas, es perjudicial para el organismo. Una manera 

de regular sus niveles patológicos sería inhibiendo de forma selectiva las 

isoformas de la NOS. Experimentos con ratones transgénicos demostraron 

que la pérdida de cada una de las isoformas produce el esperado efecto de 

disminución en la concentración de NO en las respectivas células136-138.  

Estos experimentos sugieren que una inhibición selectiva de la nNOS o la 

iNOS podría proporcionar una solución terapéutica sin los efectos 

perjudiciales que acarrearía la inhibición de la eNOS en el sistema 

cardiovascular.  

 

Por otro lado, más allá de su interés terapéutico, el desarrollo de inhibidores 

selectivos de cada isoforma constituye una herramienta farmacológica útil 

para seguir estudiando y descubriendo nuevas funciones fisiológicas del 

NO. 

 

Desde hace más de dos décadas, se emprendió la búsqueda de inhibidores 

de la NOS. Los primeros inhibidores eran derivados y análogos simples de 

la L-arginina. Después, se aplicó la teoría del ensayo-error a la hora de 
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realizar sustituciones y cambios en las estructuras que tenían propiedades 

inhibitorias de la NOS. Cuando surgieron los métodos computacionales en 

el panorama del diseño de fármacos, ya se disponía de un amplio arsenal 

de inhibidores y se empezó a usar ampliamente la teoría del farmacóforo. 

No fue hasta finales de los noventa cuando se publicó la estructura de los 

cristales de la iNOS139,140 y eNOS141 y en 2002 la de nNOS142. A partir de 

ese momento, se empezaron a diseñar inhibidores mediante el cribado 

virtual de grandes bibliotecas de compuestos y basándose en la estructura 

de la enzima143-145. Dado que los centros activos de las tres isoformas están 

muy conservados, el uso del cribado virtual se potenció teniendo en cuenta 

la plasticidad conformacional de la isoenzima diana146. Esto llevó a la 

técnica llamada “fragment hopping” que permite reducir el farmacóforo a un 

grupo de átomos, gráficos virtuales y/o vectores. De esta forma, pequeñas 

diferencias entre las NOSs pueden servir para conseguir inhibidores 

selectivos147. 

Todo ello hace, que hoy en día se disponga de una variedad desconcertante 

de inhibidores con diversas estructuras, con diferentes tipos de interacción 

con la enzima y con distinta selectividad. Estos inhibidores se pueden 

clasificar de distintas maneras. Atendiendo a la teoría clásica de la 

enzimología, se puede diferenciar entre inhibidores reversibles 

(competitivos, no competitivos y mixtos) e inhibidores irreversibles. Sin 

embargo, la clasificación más adoptada se basa en el sitio de unión del 

inhibidor a la enzima, pudiendo establecer cuatro clases de inhibidores. La 

primera clase, y la más amplia, incluye compuestos que interaccionan con el 

sitio de unión de la L-arginina. La segunda clase la constituyen compuestos 

que interaccionan directamente con el grupo hemo. La tercera está formada 

por compuestos que interaccionan con el sitio de unión de la BH4. La cuarta 

clase abarca los compuestos que interaccionan con la  CaM o las flavinas. 

Por otro lado, teniendo en cuenta la estructura química de los inhibidores, 

se pueden formar dos grupos: aminoacídicos y no aminoacídicos. 
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A continuación, se estudia la unión de la L-arginina a las distintas isoformas 

de la NOS y las interacciones que se generan. Posteriormente, se hace una 

descripción de los principales inhibidores descubiertos atendiendo a su 

estructura química.  

 

1.6.1 Unión del sustrato e interacciones inhibidor-enzima 
 

Los estudios topológicos y cristalográficos de las isoenzimas demuestran 

una alta conservación de los centros activos, lo que supone un gran desafío 

en el desarrollo de inhibidores selectivos y competitivos. Sin embargo, la 

homología entre el resto de las secuencias primarias no supera el 50%. 

Este hecho hace posible el desarrollo de inhibidores selectivos que 

interactúan o no con el centro catalítico y con zonas contiguas variables 

según la isoenzima.  

 

El sustrato L-arginina se une al centro activo mediante una red de puentes 

de hidrógeno que establecen el grupo guanidínico y el grupo amino. Dos 

nitrógenos de la guanidina interaccionan con el carboxilato del residuo 

conservado Glu597 en nNOS humana (Glu377 en iNOS; Glu361 en eNOS) 

y el otro nitrógeno forma también un puente de hidrógeno con el Trp592 

(Trp372 en iNOS; Trp356 en eNOS). El nitrógeno N-terminal de la arginina 

interactúa con un propionato del grupo hemo a través de un enlace de 

hidrógeno. Estas interacciones son idénticas en todas las isoformas de la 

NOS (Figura 12). 
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Figura 12. Unión de la L-arginina a las tres isoformas humanas de la NOS. n: nNOS 
(verde), i: iNOS (azul), e: eNOS (morado). Los puentes de hidrógeno están 
representados en líneas discontinuas148. 
 

Las estructuras cristalinas del ligando unido a las isoenzimas permite la 

comparación de los tres complejos ligando-isoforma, así como el diseño de 

fármacos por medio de herramientas computacionales. El alineamiento de 

dichas estructuras tridimensionales revela varios residuos no idénticos en 

las inmediaciones del sitio activo. Los residuos más diferentes entre las 

isoformas humanas son la Ser607 y la His342. La Ser607 de nNOS humana 

es Gln387 en iNOS e His371 en eNOS, mientras la His342 de nNOS 

humana es Thr121 en iNOS y Phe105 en eNOS. El efecto estérico y 

electrónico ejercido por estos residuos es bastante diferente, lo que les hace 

dianas para conseguir selectividad. Además, otros dos residuos son 

distintos entre la nNOS y la eNOS. Asp602 y Met341 en nNOS son Asn366 

y Val104 en eNOS, respectivamente. También, la Ser482 en nNOS es una 

Ala262 en iNOS. El cambio Asp602/Asn366 en nNOS/eNOS es interesante 

ya que provoca que el centro activo de nNOS sea más electronegativo que 

el de eNOS, lo que podría influir en la interacción con un inhibidor. Junto 

con estas diferencias puntuales, existe, en otros residuos, cierta flexibilidad 
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conformacional que permite crear nuevos bolsillos de unión específicos de 

cada isoforma148 (Figura 12). 

 

1.6.2 Inhibidores de la NOS 
 

La búsqueda de inhibidores enzimáticos parte, generalmente, de la 

introducción de modificaciones estructurales en la molécula del sustrato, 

una estrategia que permitió el desarrollo de los primeros inhibidores de la 

NOS. Progresivamente, y con el avance en los estudios de la estructura 

enzimática, se han ido diversificando los inhibidores tanto a nivel de 

estructura química como de lugar de acción.  

 

Desde un punto de vista químico, los inhibidores de la NOS se pueden 

dividir en dos grupos: inhibidores aminoacídicos e inhibidores no 

aminoacídicos. Los aminoacídicos son miméticos de la L-arginina y se 

dividen, a su vez, en análogos de L-arginina, análogos 

conformacionalmente restringidos de L-arginina y análogos dipeptídicos. 

Los  no aminoacídicos no derivan de aminoácidos y son de naturaleza 

química muy variada. 

 

1.6.2.1 Inhibidores aminoacídicos análogos de L-arginina 
 

Los primeros Inhibidores análogos de L-arginina 1 tienen una estructura 

simple con pequeñas modificaciones respecto a la de la L-arginina. De este 

modo, la mayoría fueron competitivos para el sitio de unión del sustrato, 

aunque algunos demostraron una inhibición dependiente de la reacción 

catalítica.  

 

L-Nω-Metilarginina (L-NMA) 2 es un metabolito fisiológico producto de la 

degradación de arginina metilada de algunas proteínas149. Fue uno de los 

primeros inhibidores utilizados para inhibir la NOS a finales de los 
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ochenta23,150,151. Actúa como un inhibidor competitivo para todas las 

isoformas aunque frente a nNOS e iNOS puede ejercer una inhibición 

dependiente de la reacción152. Ha demostrado algo de eficacia para reducir 

la migraña en ensayos efectuados en humanos153, aunque con efectos 

adversos a nivel cardiovascular debido a la falta de selectividad154.155.  

 

Otro de los primeros inhibidores demostrados, a principios de los noventa, 

es el L-Nω-nitroarginina (L-NNA) 3 y su metilester 4 (L-NAME)156,157. Este 

último se hidroliza en los sistemas biológicos para dar su precursor158. 

Ambos son potentes inhibidores competitivos pero con muy baja 

selectividad. A pesar de que L-NNA es alrededor de 300 veces más 

selectivo nNOS que iNOS, ambos producen hipertensión severa en 

animales de experimentación debido a la inhibición de eNOS159,160. El L-

NAME presenta la ventaja de ser más soluble por lo que tiene mayor 

aplicación en experimentos in vitro e in vivo. 

 

La Nω-alquilación de la arginina con sustituyentes alquilo (ej. dimetilo, etilo, 

ciclopropilo) ciclos (ej. ciclopropilo) o insaturados (ej. alilo, propargilo) dio 

lugar a varios compuestos potentes pero desprovistos de selectividad161-163. 

Sin embargo, Nω-propil-L-arginina 5 (L-NPLA) sobresale por tener una 

potencia de inhibición 3.000 veces mayor frente nNOS que iNOS y 150 

veces mayor que eNOS, lo que hace que sea uno de los primeros 

inhibidores más selectivos161. Además de inhibir de forma competitiva 

reversible, puede inactivar la enzima de forma irreversible. 

 

L-aminoarginina 6 (L-NAA) fue también uno de los primeros inhibidores 

sintéticos (finales de los ochenta)164,165. Es competitivo no selectivo, con 

buena afinidad por las tres isoformas de la NOS, aunque puede actuar 

también de forma irreversible166. Debido a su efecto convulsionante y su 

toxicidad irreversible dejó de ser un prototipo atractivo. 
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En 1998, Lebarbier y colaboradores sintetizaron unos análogos de L-

arginina derivados de ácido boránico que actuaban como inhibidores 

competitivos reversibles. El derivado más destacado 7 presentó una alta 

selectividad por la isoforma inducible frente a la neuronal con una IC50 = 50 

µM para iNOS y 300 µM para nNOS167. 

 

En 1994, el grupo de Griffith sustituyó el oxígeno de la carboxamida de la L-

citrulina por un azufre, obteniendo la L-tiocitrulina (L-TC) 8 y otros derivados 

como L-homotiocitrulina y S-metiltiocitrulina. Aunque esta modificación 

aumentó notablemente la afinidad por las distintas isoformas, no mejoró la 

selectividad168. Sus derivados 3-alquilsustituidos, preparados para estudiar 

la influencia de un aumento de la lipofilia en la selectividad, mostraron 

mayor inhibición de iNOS que de nNOS y resultaron poco activos frente a 

eNOS169. 

 

En 2009, se publicaron las primeras estructuras cristalinas de los complejos 

inhibidor-nNOS mostrando la coordinación Fe-tioéter170 (Figura 13). Una 

serie de inhibidores fueron diseñados basándose en el esqueleto de L-

arginina para permitir su anclaje al sitio de unión del sustrato con una 
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cabeza amidínica. Tanto la longitud del grupo alquilo en el tioéter como el 

número de metilenos entre la amidina y el azufre fueron variados para 

encontrar el puente óptimo para posicionar el tioéter sobre el hemo. De esta 

serie, el compuesto 9 tenía una buena inhibición de nNOS (Ki = 33 ± 2 µM) 

y los estudios cristalográficos demostraron una inhibición en la que la 

distancia Fe-N es de 2.5 Å, los dos metilenos intermedios orientan el azufre 

hacia el Fe y el grupo tioéter está situado en un bolsillo hidrofóbico formado 

por Pro565, Val567 y Phe584 lo que proporciona mayor estabilidad. Al 

contrario de lo que se esperaba, esta fuerte interacción N-Fe no se 

acompañó de mejora en la potencia171.  

 

S N
H

NH O

OH
NH2

9        
Figura 13. Modo de unión del compuesto 9 mostrando la interacción N-Fe. Los 
puentes de hidrógeno están representados en líneas discontinuas171.  
 

En un intento de aumentar su actividad y mejorar su selectividad, algunos 

análogos de L-arginina fueron incorporados en moléculas más largas. Así, 

una serie de derivados alquilados de isotiocitrulina incorporados en un 

dipéptido fueron diseñados por Nagano y Higuchi172. El compuesto S-metil-

L-tiocitrulinil-L-fenilalanina 10 demostró la mejor inhibición frente a iNOS y 

algo menos frente a nNOS con mayor selectividad por estas dos isoformas. 

Mientras, derivados más pequeños fueron más selectivos frente a nNOS, lo 

que sugirió que el centro activo tiene diferente tamaño en cada una de las 

tres isoformas, con lo cual el criterio del tamaño puede servir para orientar la 
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selectividad (hipótesis que posteriormente fue confirmada por los estudios 

cristalográficos)172. 

 

HN

S

N
H NH2

10

N
H

O
O OH

    

HN

NH

N
H

H
N

11

O2N

OO
O

NH2

 
 

L-NNA y L-NAME fueron, también, incorporados a estructuras peptídicas. 

En un trabajo inicial realizado por Thiemermann y colaboradores se 

describe la inhibición de la NOS por derivados nitroarginina-dipeptídicos, 

pero estos compuestos elevaban la presión arterial cuando se administraron 

a ratas anestesiadas173. Posteriormente, el grupo de Silverman demostró 

que el dipéptido D-Phe-D-Arg-NO2-OMe 11 inhibe nNOS con una Ki = 2 µM 

y muestra una selectividad alrededor de 1800 veces para nNOS sobre 

iNOS174. Esto hizo pensar que la selectividad podría mejorar al cambiar las 

propiedades químicas del otro  aminoácido que forma el péptido. Los 

esfuerzos para aplicar esta hipótesis dieron lugar a un conjunto de 152 

dipéptidos con un resto de amida y un aminoácido, distinto de la D-Phe, 

acoplados a L-NNA. Se observó que compuestos con cadena lateral básica 

(ej. lisina, histidina) son los que mejor inhibían selectivamente la nNOS (12, 

Ki = 0.13 µM, 1538 veces selectivo nNOS/iNOS)175. Esto sugirió una 

importante interacción electrostática con el centro activo de la nNOS. 

Modificaciones (introducción de grupos lipofílicos, restricción conformacional 

o reducción del enlace amida) para reducir las cargas de estos compuestos, 

aumentar la biodisponibilidad y reforzar el enlace amida, dieron lugar a 

péptidos y péptidomiméticos todavía más potentes y selectivos (13, 14, 

15)176-178. En 2003, el estudio cristalográfico del complejo dipéptidos y 

péptidomiméticos de arginina con nNOS de rata demostró el origen de la 

interacción anteriormente mencionada en el residuo Asp597 (Asp602 en 
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nNOS humana)179. Este residuo está mutado en eNOS (bovina) por la 

Asn368, lo que se traduce en la pérdida de la estabilización electrostática a 

favor de mayor estabilidad en nNOS.  Uno de estos inhbidores 15 con el 

enlace peptídico reducido ha demostrado ser capaz de proteger a cultivos 

de neuronas de la apoptosis inducida por hipoxia. Así mismo, este 

compuesto reduce la neurodegeneración fetal en condiciones de hipoxia en 

conejos de forma dosis dependiente144. 
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Otra familia de análogos aminoacídicos fue diseñada en los noventa a partir 

de la sustitución del resto de guanidina por uno de amidina. L-Nω-iminoetil-

L-ornitina (L-NIO) 16 fue el primer compuesto sintetizado180. Actúa de forma 

competitiva no selectiva frente a las tres isoformas, aunque también puede 

inactivar la neuronal181. Su derivado N-(1-imino-3-butenil)-L-ornitina (vinil-L-

NIO o L-VNIO) 17 presentó mayor afinidad hacia la nNOS con valores 

micromolares. Igual que su precursor inactiva fuertemente la nNOS con 

pérdida del grupo hemo (Ki = 90 nM, Kinac = 0.078 min-1)182. El siguiente 

compuesto de interés en esta familia es el N6-(1-iminoetil)-L-lisina (L-NIL) 18 
que fue el primer análogo aminoacídico con mayor selectividad por la 

isoforma iNOS (28 veces) frente a eNOS. Su derivado aminoglicol183 19 es 

700 veces más selectivo iNOS/eNOS aunque algo menos potente.  

 42 



Introducción 

N
H

NH O

OH
NH2

16     

N
H

NH O

OH
NH2

17  

HOOC
HN

H2N

NH

18  

H2N
NH

HN
HO

HO

19  
 

Las modificaciones en la cadena metilénica de L-NIL condujeron a una serie 

de derivados acetamidínicos y heterosustituidos incluyendo sulfonas como 

el ácido (2R)-2-amino-3-((2-(etanimidoilamino)etil)sulfonil)propiónico 

(GW273629) 20 y sulfuros como el ácido (2S)-2-amino-4-((2-

(etanimidoilamino)etil)tio)butírico (GW274150) 21 que mostraron igual 

potencia, pero mucha mayor selectividad frente a iNOS184,185.  Estos dos 

inhibidores compiten con la L-arginina. La interacción con eNOS y nNOS es 

inmediata y reversible, mientras que con iNOS es dependiente del tiempo y 

parece irreversible en presencia de NADPH185. GW274150 está en fase II 

de los ensayos clínicos para el tratamiento de la migraña y el asma. 
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En 2005, el grupo de investigación de Higuchi introdujo nuevos inhibidores 

sintéticos de la NOS basados en los análogos anteriormente mencionados, 

con sulfuros o sulfonas modificados con un resto de piridina 22 y 23. Estos 

compuestos son competitivos y dos de ellos son potentes (Ki del orden de 

unidades µM) pero sin ninguna selectividad186.  
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Los análogos rígidos de la L-arginina constituyeron otro intento hacia la 

búsqueda de inhibidores de la NOS. Se presentan bajo tres formas 

estructurales: el primer tipo de compuestos tiene el grupo guanidínico (o un 

isóstero equivalente) sustituido con un derivado nitroaromático 24a o 

incorporado en un heterociclo, incluyendo derivados tiazólicos 24b, 

imidazólicos 24c o tiazínicos 24d; los compuestos del segundo tipo tienen el 

carbono-3 de la cadena con una conformación rígida mediante la introducción 

de un doble enlace 25 o la inserción en un ciclo 26; en el tercer tipo se 

pretende unir un nitrógeno de la función guanidina a un metileno de la cadena 

27a-b partiendo del prototipo L-NIO 16. En general, estos análogos 

demostraron ser débiles inhibidores con una selectividad moderada, por lo que 

la estrategia de aumentar la rigidez de la estructura de la L-arginina no parece 

favorecer la inhibición selectiva de la NOS187. 
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Numerosos derivados aminoacídicos fueron diseñados incorporando un 

imidazol a la estructura de la ornitina188 o histidina189, con la intención de 

inhibir la nNOS mediante la interacción con el Fe del grupo hemo. La 

longitud de la cadena intermedia se varió para optimizar la potencia y la 

selectividad. Dos de estos compuestos, 28 y 29, con tres y cinco metilenos, 

respectivamente, fueron potentes pero carecían de selectividad. La 

sustitución del imidazol por un anillo de triazol o tetrazol mostró inhibiciones 

más débiles. 
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1.6.2.2 Inhibidores no aminoacídicos 

La disponibilidad de los tres cristales de las NOSs139,141,142 sentó las bases 

para varias investigaciones de diseño de fármacos mediante herramientas 

computacionales. Esto permitió que el grupo de los inhibidores no 

aminoacídicos se encuentre en continuo crecimiento, abarcando 

compuestos con diversos grupos funcionales, distintas estructuras químicas 

y diferentes puntos de interacción con la enzima (centro activo, Fe del grupo 

hemo, sitio de unión de la BH4, CaM y dimerización).  

1.6.2.2.1   Inhibidores que actúan en el sitio de unión de la L-arginina 

Este grupo de inhibidores compiten con la L-arginina por el sitio activo. 

Interaccionan con la enzima a través de residuos conservados en el centro 

activo, aunque los más recientes llegan a residuos más a las afueras, en el 

canal de entrada del sustrato donde la conservación es menor, logrando así 

mayor selectividad hacia nNOS o iNOS. 

Los derivados isotioureicos, entre los cuales aparecen los compuestos con 

un resto de N-fenilisotiourea 30, son potentes inhibidores de la nNOS190. Los 

estudios de relación estructura-actividad (REA) demostraron que la potencia 

inhibitoria está estrechamente relacionada con el impedimento estérico del 

sustituyente S-alquilo, encontrándose una potencia máxima para los 

derivados S-etil isotioureicos. También se comprobó que el grupo fenilo es 

fundamental para la potencia, ya que su sustitución por otros anillos reduce 

la actividad, aunque se mantiene la selectividad. Además, la sustitución en 

posición para del fenilo incrementa la selectividad por nNOS en 

comparación con las posiciones orto y meta. De todos estos derivados 

destaca el S-etil-N-(4-(trifluorometil)-fenil)isotiourea (R1 = 4-CF3, R2 = Et, X 

= Cl).  
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Otra serie de derivados isotioureicos, preparada por el mismo grupo de 

investigación, incluye compuestos tipo 31 y bisisotioureicos tipo 32191. Los 

inhibidores tipo 31 presentan una selectividad de dos a seis veces mayor 

por iNOS que por eNOS. La sustitución con radicales más pequeños mejora 

la actividad inhibitoria, alcanzándose la máxima potencia con derivados S-

etilo y S-isopropilo. Sin embargo, el cambio en la longitud de la cadena 

reduce drásticamente la potencia. De la misma forma, los derivados tipo 32 

se comportan como potentes inhibidores con mayor afinidad hacia iNOS. 

Parece que dicha afinidad requiere una región rica en electrones en la zona 

intermedia del compuesto. El compuesto con R = (CH2)2-(1,3-Ph)-(CH2)2 es 

el que mejor inhibición iNOS presenta.  
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R = (CH2)n, n = 2-8
       (CH2)n-(1,2-Ph)-(CH2)n, 
       (CH2)n-(1,3-Ph)-(CH2)n, 
       (CH2)n-(1,4-Ph)-(CH2)n, n = 1, 2

 
 

Otra clase estructural de compuestos que intenta mimetizar el esqueleto de 

la L-arginina son los derivados amidínicos cíclicos y acíclicos. Dentro de 

este grupo, algunos inhibidores muestran interesante selectividad.  

 

La N-(3-(aminometil)bencil)acetamidina conocida como 1400W 33 fue 

presentada por GlaxoWellcome en 1997 y es uno de los inhibidores más 
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activos y selectivos frente a iNOS192. Tiene una selectividad 5.000 y 200 

veces mayor por dicha isoforma que por eNOS y nNOS (humanas), 

respectivamente. Posteriormente, la eliminación del metileno que une el 

fenilo a la amida dio lugar a los derivados N-fenilamidínicos 34 y 35 que 

resultaron selectivos frente a nNOS193. El compuesto 34 es el más activo y 

selectivo frente a nNOS con una Ki = 0.006 µM (0.35 µM y 0.16 µM frente a 

eNOS e iNOS, respectivamente). El compuesto 35 mostró una excelente 

inhibición de nNOS in vivo. 
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Trabajos más recientes llevados a cabo por Maccallini y colaboradores y 

basados en el compuesto 33 consiguieron una importante mejoría a nivel de 

potencia. Intentos como eliminar el grupo metilamino194, unirlo a uno o dos 

bencilos sustituidos195 o a un grupo alquilamida o arilamida196 permitieron 

obtener compuestos con una IC50 < 1 µM y buena selectividad hacia la 

isoforma inducible, in vitro. Así, destacan los compuestos 36 y 37 con una 

IC50 = 0.42 y 0.20 µM y una selectividad iNOS/eNOS de >2300 y 1750, 

respectivamente. 
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Se han descrito también, derivados amidínicos cíclicos que, en general, 

presentan mayor selectividad por iNOS. Así, en el año 2000, Naka y 
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colaboradores describen el derivado 38, conocido como ONO-1714, con 

una selectividad 10 veces mayor por iNOS (parcialmente purificada) que 

eNOS197. Un año más tarde, el equipo de Moorman sintetiza una serie de 

amidas heterocíclicas 39 entre las que el derivado con X = O y R = C4H9 

resultó 10 y 560 veces más selectivo para iNOS que para nNOS y eNOS, 

respectivamente. En este estudio, se observó que los mejores compuestos 

son los que llevan un átomo de oxígeno o azufre198.   
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Otros inhibidores con amidina cíclica son los derivados 2-iminopiperidínicos 

entre los cuales destacan los compuestos 40, 41 y 42. La introducción del 

grupo metilo en posición 4 (40) y 4 y 6 del anillo iminopiperidínico (41) 

aumenta la potencia inhibitoria pero sin selectividad significativa. Sin 

embargo, la introducción del grupo ciclohexilmetilo en posición 6 (42) 

produce un notable aumento de la selectividad por iNOS (5 y 64 veces 

mayor que para nNOS y eNOS, respectivamente). 
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En 2002, aparecen inhibidores 2-iminopirrolidínicos de los cuales destacan 

los compuestos 43 y 44. A pesar de que el primero es menos potente 

presenta una selectividad por iNOS tres veces mayor que el segundo que 
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carece del grupo hidroxilo. El derivado 44 es 35 y 2.540 veces más selectivo 

para iNOS que para nNOS y eNOS, respectivamente199. 
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Otro tipo estructural de inhibidores son los que llevan un anillo de 2-

aminopiridina sustituido 45200. Los derivados 4,6-disustituidos son los más 

potentes y selectivos frente a iNOS. De todos los compuestos ensayados 

con este tipo de estructura, sobresalen aquellos que tienen R = 4-CH3-6-

nC4H9 y 4-CH3-6-iC4H9. En concreto, este último, que presenta una IC50 = 

0.028 µM frente a iNOS, es 5 y 3 veces más selectivo para esta isoforma 

que para eNOS y nNOS, respectivamente.  
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R = 3-CH3, 4-CH3, 5-CH3, 
       6-CH3, 3,4-(CH3)2, 
       4,5-(CH3)2, 4-Cl, 4-CF3,...

R1 = H, 5-, 6-, 7-, 8-F,  

R2 = H, 2-, 3-, 4-F, 4-Cl
 

Derivados de 3,4-dihidro-1-isoquinolinamina 46, también han sido 

investigados como inhibidores de la NOS, por el grupo de Beaton. 

Concretamente, el compuesto 3-fenil-3,4-dihidro-1-isoquinolinamina es un 

débil inhibidor, en cambio variaciones en su estructura permitieron aumentar 

la potencia y selectividad hacia iNOS. Con un R1 = 8-F y R2 = 4-F, se 

consiguió un inhibidor con IC50 = 0.16 µM y una selectividad 100 veces 

mayor respecto a nNOS y 1000 respecto a eNOS201. El cambio del 

esqueleto de la 3,4-dihidro-1-isoquinolinamina por una 4,5-
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tetrahidrotieno[2,3-c]piridina no condujo a mejoría, ni a nivel de potencia ni 

de selectividad202. 

 

Posteriormente, el mismo grupo publicó otra clase de inhibidores selectivos 

de iNOS derivados de quinazolinas, 2-sustituidas-1,2-dihidro-4-

quinazolinaminas 47 y 4’-aminospiro(piperidin-4,2’(1’H)-quinazolin)-4-

aminas 48. Los compuestos de ambas series mostraron, in vitro, una 

potencia nanomolar y alta selectividad para la isoforma inducible con 

respecto a las isoformas constitutivas. También se ha demostrado la 

eficacia de estos compuestos en modelos agudos y crónicos de enfermedad 

inflamatoria en animales tras una administración oral203. 
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Más tarde, el uso de varias técnicas computacionales, entre ellas la llamada 

“fragment hopping”, y la evidencia de la capacidad inhibitoria de 

determinadas estructuras químicas, permitieron al equipo de Silverman en 

2009, el diseño y síntesis de pirrolidinometil-2-aminopiridinas. Así, se 

descubrió un potente inhibidor 49 con una Ki de 388 nM y una selectividad 

nNOS/eNOS de 1.000 veces y nNOS/iNOS de 150 veces 204. Mediante la 

misma técnica este compuesto fue mejorado introduciendo grupo lipofílicos 

a la aminopiridina y arilalquilos a la amina secundaria, lo que llevó a dos 

potentes inhibidores selectivos de la nNOS 50 y 51205. 
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Estos compuestos son especialmente interesantes porque demuestran la 

influencia de la estereoquímica en el modo de unión del inhibidor a la 

enzima y, en consecuencia, en la potencia y selectividad hacia las distintas 

isoformas. La cristalografía por rayos X demostró diferentes modos de unión 

para los dos isómeros que afectan drásticamente a la actividad inhibitoria 

hacia nNOS. Los estudios llevaron a comprobar la existencia en nNOS (de 

rata) de un bolsillo hidrofóbico definido por Leu337, Met336 y Tyr706 que 

posteriormente se reveló crucial para la selectividad nNOS206, aunque este 

bolsillo es algo más pequeño en la nNOS humana. En modelos de 

neurodegeneración por hipoxia-isquemia en conejos, los compuestos 50 y 

51 demostraron alta eficacia en reducir los síntomas de la 

neurodegeneración sin ninguna toxicidad207. A pesar de su eficacia, igual 

que los análogos de arginina y dipéptidos, estos inhibidores no dejan de 

tener problemas relacionados con la permeabilidad y biodisponibilidad oral. 

Sucesivos intentos de mejorar estas características como fluoración de la 

cadena alquílica208,209, la introducción de grupos formadores de puentes de 

hidrógeno internos210 y  de restos lipófilos y colas aromáticas211, la 

alquilación y restricción conformacional212, la introducción de diversos restos 

de profármacos, el uso de azidas en lugar de amina213, la sustitución de la 

 52 



Introducción 

aminopiridina por un aminotiazol menos básico214, y la sustitución de los 

grupos amino con amidas y éteres203,215, resultaron en una reducción de la 

potencia y selectividad respecto a los compuestos de partida171, sin mejora 

a nivel de permeación y biodisponibilidad. Sin embargo, cuando la amina 

secundaria exocíclica fue sustituida por un  oxígeno y los enantiómeros 

fueron separados, se obtuvo un compuesto 52 muy potente216. Dicho 

compuesto se encuentra entre los inhibidores de la nNOS más potentes 

descubiertos hasta la fecha, con una Ki = 7 nM (nNOS de rata) y una alta 

selectividad nNOS/eNOS y nNOS/iNOS de 2.667 y 806 veces, 

respectivamente,  a pesar de que aún muestra los inconvenientes de la 

poca permeación y biodisponibilidad oral. Intentos de mono y gem-

difluoración en la cadena alquílica han mejorado algo la permeación y la 

biodisponibilidad217,208. 
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El siguiente paso emprendido por el grupo de Silverman fue la simplificación 

de los anteriores derivados aminopiridínicos mediante el diseño de 

derivados simétricos con doble cabeza de aminopiridina y en los que el 

anillo quiral fue remplazado por un grupo arilo o heteroarilo218 (estos 

compuestos se encuentran actualmente patentados). Un ejemplo es el 

compuesto 53 que resultó ser muy potente (Ki = 20 nM) pero con menor 

selectividad (107 y 58 veces respecto eNOS e iNOS, respectivamente). Aun 

así, los estudios cristalográficos demostraron que dos moléculas de este 

inhibidor se pueden unir a la nNOS al mismo tiempo, una en el sitio del 

grupo hemo y otra en el sitio de la BH4, donde desplaza a ésta para 
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interaccionar con un átomo de zinc, dando lugar así a un nuevo tipo de 

inhibidores duales antagonistas arginina-BH4. La selectividad de este 

compuesto se ha mejorado introduciendo un grupo ciano o aminometilo (54 

y 55, respectivamente) en el anillo central cuya interacción con la nNOS 

esta mediada por Asp597, permitiendo una alta selectividad nNOS/eNOS 

(472 veces para 54 y 221 veces para 55)219. 

NH2N N NH2

NH2N

N

N NH2

NH2N N NH2

CN
H2N

53

54 55

Más recientemente, el grupo de Silverman ha patentado220 una serie de 

derivados homólogos a los anteriores, pero con el cambio del ciclo central 

aquiral por otro quiral, mejorando así la selectividad221. De esta serie 

destaca el compuesto 56 con una potencia de 9.7 nM y una selectividad 

para nNOS 693 y 295 veces mayor que eNOS e iNOS, respectivamente. 

Además, varios derivados aminopiridínicos α-amino funcionalizados222 

fueron diseñados para estudiar la REA entre el inhibidor, los grupos 

propionatos del hemo y la BH4. Entre estos, sobresale el compuesto 57 con 

una Ki de 24 nM frente a nNOS y una selectividad 273 y 2.822 veces mayor 

respecto a iNOS y eNOS, respectivamente. 
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Otra de las familias estructurales que se utilizó mucho como prototipo en la 

búsqueda de inhibidores de la NOS es la de tiofeno-2-carboximidamido. En 

el año 2000, AstraZeneca describió un potente inhibidor de la isoforma 

neuronal, AR-R17477 58 que presenta una IC50 = 35 nM. A pesar de tener 

una selectividad moderada (143 y 100 veces mayor para nNOS que iNOS y 

eNOS, respectivamente), este compuesto mostró una duración de la 

inhibición de nNOS excepcionalmente larga en ratas y un interesante perfil 

neuroprotector223. Otro compuesto, el AR-R17338 59, tenía cerca del 100% 

de biodisponibilidad en monos. La estructura cristalina del inhibidor 58 

demuestra que el grupo tiofeno-amidínico, igual que el 2-aminopiridínico, 

mimetiza la L-arginina e interacciona con Glu592, mientras que la amina 

secundaria forma un puente de hidrógeno con el propionato del grupo hemo 

y la cola formada por el clorofenilo se proyecta hacia el bolsillo hidrofóbico 

anteriormente mencionado (Figura 14) 171. 
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Figura 14. Modo de unión de 58 en el centro activo de nNOS. Los puentes de 
hidrógeno están representados en líneas discontínuas171.

Más recientemente, basándose en los datos experimentales de varios 

complejos cristalográficos inhibidor-enzima, el mismo grupo ha descubierto 

una nueva serie de potentes y selectivos inhibidores de iNOS224. La mayoría 

de estos compuestos poseen una IC50 por debajo de 1 µM. En concreto, el 

compuesto 60, en el que el átomo de hidrógeno de C-4 fue sustituido por 

flúor y se eliminó el grupo N-Me, presentó una interesante inhibición 

selectiva de iNOS (IC50 = 0.006 µM) sobre nNOS y eNOS (IC50 = 35 y 

>10.000 µM, respectivamente) y  aumentó su vida media y biodisponibilidad. 

Además, en el compuesto 61, el fenilo sustituido fue remplazado por una 

piridina, con el fin de mejorar la interacción con el grupo hemo, y los valores 

de IC50 fueron  0.004, 28 y >10.000 µM para iNOS, nNOS y eNOS, 

respectivamente. Sin embargo, todos estos inhibidores tienen limitaciones, 

tales como la capacidad de antagonizar los transportadores de serotonina o 

la unión a receptores de noradrenalina, lo que resulta en una falta de 

selectividad hacia nNOS. 
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Por otro lado, Sanofi-Aventis diseñó inhibidores con el esqueleto de 

tiofenocarboximidamido unido a una hidroxipiperidina, e introdujo un grupo 

cloroarilo para alcanzar el bolsillo hidrofóbico del sitio activo de la nNOS. 

Estas modificaciones mejoraron mucho la potencia y la selectividad, 

obteniendo el destacable derivado 62 con una IC50 = 17 nM y una 

selectividad 1.664 veces nNOS/eNOS. Desgraciadamente este compuesto 

se metaboliza rápidamente por el hígado humano (35% en 20 minutos)225. 
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La mayoría de los últimos avances realizados en esta familia los llevó a 

cabo NeurAxon. Los inhibidores sintetizados por esta compañía comparten 

un farmacóforo: un grupo tiofenoamidínico, un puente central rígido 

(dihidroquinolonas226, tetrahidroquinolinas227,228, aminobenzotiazoles228, 

benzazepinas229 y varios indoles230-233 e indolinas234,235 disustituidos han sido 

empleados) y una cola corta que contiene una amina (ej. dimetilaminoetilo o 

pirrolidinoetilo). Los avances realizados han permitido llegar a potente 

inhibidores nNOS selectivos que tienen actividad muy prometedora en 

varios modelos de dolor en roedor, así como una excelente biodisponibilidad 

y perfiles de seguridad. Varios compuestos de estas series se encuentran 

actualmente patentados220. Entre estos inhibidores, el compuesto 63 
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(derivado de tetrahidroquinolina) posee una IC50 = 0.089, 45.6 y 25.7 µM 

para nNOS, eNOS e iNOS, respectivamente, el compuesto 64 (indolina 

disustituida) que es el más selectivo de todas las series con unas IC50 para 

nNOS = 0.37, eNOS = 195 e iNOS = 83 µM y el compuesto 65 (indol 3,5-

disustituido) que ejerce una ihnibición doble, de la nNOS y del transportador 

de norepinefrina (NET) con una IC50 = 0.56 y 1 µM, respectivamente, junto 

con una moderada selectividad de 88 veces n/eNOS y 12 veces n/iNOS. 
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El esqueleto de dihidroaminoquinolina fue utilizado para formar derivados 

amidínicos tricíclicos. La unión de colas con aminas secundarias y grupos 

de halofenilo 66 permitió aumentar la potencia y selectividad hacia nNOS 

(IC50 = 42 nM). Esta observación está en concordancia con la REA de las 

pirrolidinometil-2-aminopiridinas y las tiofenoamidinas de Sanofi (62)171.   
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En los últimos años, Nycomed presentó una serie de análogos de L-arginina 

iNOS selectivos con una estructura imidazolopiridínica. Entre estos, el 

compuesto 67 que demostró buena afinidad iNOS (pIC50 = 7.09) y buen 

perfil de selectividad (nNOS: pIC50 = 4.86, eNOS: pIC50 = 3.95)236. Durante 
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los últimos 3 años, Nycomed ha sintetizado nuevos derivados basados en la 

estructura del compuesto 67, sin embargo, no se identificaron mejores 

compuestos. 

 

Otros tipos estructurales se han utilizado para desarrollar inhibidores de la 

iNOS, entre ellos derivados del ácido glicirretínico 68, derivados de 

triazolopiridazina 69 y derivados 3-triazolil-cumarinas 70220. Todos 

presentan inhibiciones de unas unidades del orden µM frente a iNOS, sin 

embargo faltan los datos de selectividad y de actividad frente a las demás 

isoformas.   
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R = CH=CHPh, CH=CH(2-NO2Ph)
       2-NO2-C6H4, 3-NO2-C6H4
       4-NO2-C6H4

69

O

N
N

N
R

O

R = (CH2)nCH3, n = 5, 7, 9
       C6H11, Ph, CH2Ph, 
       2-NO2-4-CH3Ph

70  
 

1.6.2.2.2   Inhibidores que interaccionan con el Fe del grupo hemo 
 

Aparte de los análogos de arginina, otra aproximación para la síntesis de 

inhibidores competitivos de la NOS, aunque menos estudiada, es la 

interacción con el Fe del grupo hemo.  
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Ligandos como los imidazoles 71 que producen esta interacción pueden, 

también, competir con la L-arginina para unirse al sitio activo. En efecto, el 

imidazol es un inhibidor débil de la nNOS bovina (IC50 = 200 µM). Sin 

embargo, la potencia del imidazol mejora sustancialmente con un fenilo en 

la posición 1 (72, IC50 = 25 µM) pero menos en la posición 2 (73, IC50 = 100 

µM) y empeora cuando el fenilo está en posición 4 (74, IC50 = 600 µM). Esta 

diferencia podría achacarse a un impedimento estérico o una mejor 

deslocalización de la densidad electrónica desde el anillo de imidazol por la 

sustitución 4-fenilo, lo que debilita la unión Fe-N171. 

 

N N N NH N NHPh

Ph

Ph

N NH

71 72 73 74  
 

Otros inhibidores aminoacídicos con un imidazol incorporado han sido 

tratados en la sección correspondiente a este tipo de inhibidores (sección 

1.6.2.1). 

 

1.6.2.2.3   Inhibidores que interaccionan con el sitio de BH4 
 

Debido al importante papel que desempeña la BH4 en el proceso de síntesis 

del NO y en la estabilización del dímero de NOS, su sitio de unión ha sido 

objetivo de varios inhibidores. Algunos compiten, a la vez, con la BH4 y la L-

arginina mientras que otros actúan exclusivamente en el sitio de unión de la 

BH4. 

 

Uno de los primeros inhibidores no aminoacídicos de la NOS y de los más 

estudiados es el 7-nitoindazol (7-NI) 75. Este inhibidor presenta una alta 

selectividad hacia la isoforma neuronal in vivo pero no in vitro. A principios 

de los noventa, los estudios sobre su mecanismo de acción, con BH4 
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marcada (en nNOS bovina), demostraron que compite con esta con una Ki = 

0.12 µM, además de competir con L-arginina, mientras que, en la isoforma 

inducible y endotelial sólo compite con la BH4. Sus propiedades 

antinociceptivas y neuroprotectoras animaron a la búsqueda de derivados 

más potentes. Sin embargo, los cambios estructurales en el 7-NI, como la 

bromación en posición 3 o nitración en 2,  no produjeron mejora en la 

actividad inhibitoria y confirmaron que el grupo nitro en posición 7 es crucial 

para la potencia237-239.    
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O
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75 76 77 (R = H)

78 (R = Me)  
 

Otros derivados que actúan a este nivel los representa el 1-(2-

trifluorometilfenil)imidazol (TRIM) 76. Este compuesto compite por el sitio de 

unión de L-arginina y BH4. Demuestra efecto antinociceptivo in vivo y mayor 

afinidad hacia nNOS e iNOS in vitro240. Otros dos derivados N-fenacil 

imidazoles 77 y 78 antagonizan el sitio de unión de BH4 pero no compiten 

con L-arginina. Además, han demostrado tener una actividad antioxidante 

por lo que se han propuesto como prototipo para futuras investigaciones ya 

que actúan a nivel de la nNOS y de los ROS241. 

 

Otros inhibidores diseñados en los noventa son los análogos biopterínicos. 

El análogo 4-amino-BH4 79 es un potente inhibidor de nNOS (IC50 = 1 µM, 

Ki = 13.2 nM, en nNOS de rata)242. Estudios posteriores de REA permitieron 

el diseño de 80 mediante una dialquilación del grupo amino en posición 4 y 

arilación en la posición 6 de la 2,4-diaminopteridina. Este compuesto resultó 

ser selectivo nNOS (IC50 = 3 µM)243. 
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El 2-tiouracilo 81, un fármaco antitiroideo, demostró ser un inhibidor 

selectivo de la isoforma neuronal con una Ki = 20 µM. Al ser redox-estable 

no participa en la formación de L-citrulina y NO y no estabiliza el dímero 

formado244. 

 

1.6.2.2.4   Inhibidores que actúan a nivel de la dimerización 
nNOS/iNOS 

 

La NOS, como se ha descrito previamente, bajo sus tres isoformas, 

solamente puede catalizar la síntesis del NO en forma de dímero. Por otro 

lado, la implicación de iNOS en procesos inflamatorios y de dolor y la de 

nNOS en neurodegeneración y la estrecha relación entre la 

neurodegeneración, la inflamación y el dolor neuropático hace que los 

inhibidores duales selectivos nNOS/iNOS sean importantes candidatos 

terapéuticos. 

 

Un potente inhibidor de la dimerización de iNOS, derivado de imidazol, 

conocido como BBS-1 82, fue diseñado a partir de una biblioteca 

combinatoria y mostró una elevada potencia para iNOS (IC50 = 28 µM), 

mayor selectividad para nNOS que eNOS (i/n = 5, i/e = 1000), y se 

demostró que interfiere, también, con la dimerización de nNOS245. In vitro, 

inhibe reversiblemente la nNOS en células DLD-1 e in vivo resultó muy 

efectivo en ratas al reducir de forma dosis-dependiente los niveles de nitritos 

en sangre246. Los estudios cristalográficos indican que el BBS-1 se une al 

centro activo de iNOS generando una deslocalización de algunos residuos 
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lo que provoca un cambio alostérico a nivel de la hélice 7a que desestabiliza 

la interfaz del dímero (Figura 15)245.   
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82                                     
Figura 15. Modo de unión de BBS-1 a la iNOS245. Comparación del complejo Δ114 
2-iNOS con el dominio oxigenasa del dímero de iNOS de murino. BBS-1 ocupa el 
sitio de unión de arginina. Los monómeros del dímero iNOS en azul oscuro y claro. 
La estructura 2-iNOS Δ114 (amarillo) se ha alineado con un monómero (azul claro); 
los grupos hemo en rojo oscuro. El hemo iNOS Δ114 y el hemo dímero se alinean 
muy cerca (para mayor claridad sólo se muestra el de iNOS Δ114).  
 

Más recientemente, Kalypsis aportó una nueva clase de inhibidores con 

estructura quinolinona amídica que resultó muy potente, con alta 

selectividad para iNOS y nNOS respecto a eNOS y activa, vía oral, en 

modelos de dolor en roedores (ej. 83, iNOS humana: EC50 = 0.11 µM, i/n = 

210, i/e = 2.300)247. Sin embargo, in vivo, tenían alto aclaramiento y vida 

media corta en ratones. Para solucionar este problema se cambió la función 

amida y se introdujo restricción conformacional con un resto de 

benzimidazol-quinolinona. Se obtuvo el derivado 4-((2-ciclobutil-1H-

imidazo[4,5-b]pirazin-1-il)metil)-7,8-difluoroquinolin-2(1H)-ona (KD7332)248 

84 que inhibe la dimerización y la actividad de la iNOS y nNOS humanas, de 

primate y de murino (IC50 entre 50 y 400 nM), con una marcada selectividad 

respecto a eNOS (IC50> 15.000 nM). El compuesto 84 mostró alta eficacia 

en varios modelos de inflamación y dolor en ratones y primates, presentó 
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alta estabilidad hepática y su perfil farmacocinético le hace un buen 

candidato clínico249. Esta serie de derivados se encuentra actualmente 

patentada219. 
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1.6.2.2.5   Inhibidores que actúan a nivel de la calmodulina 
 

Al igual que los inhibidores que se unen al centro activo de la NOS e 

interaccionan, además, con BH4, existen otros de tipo imidazolínico que se 

unen competitivamente al hemo y también interactúan con el sitio de unión 

de la CaM. Miconazol 85, ketoconazol 86 y clotrimazol 87 son antifúngicos 

con estructura imidazolínica que mostraron inhibición competitiva en nNOS 

bovina con valores de Ki de 7, 44 y 19 µM, respectivamente, además de una 

inhibición competitiva dependiente de calmodulina250. Estos productos 

tenían mayor selectividad hacia las isoformas constitutivas251. 
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DY-9706e 88 es otro antagonista de la CaM que mostró importantes efectos 

neuroprotectores en isquemia cerebral focal transitoria en ratas252-254. Igual 

que los derivados imidazolínicos mostró mayor afinidad, in vitro, hacia las 

isoformas constitutivas y mayoritariamente la nNOS (Ki = 0.9 µM). 

 

La melatonina 89 es una neurohormona producida en el cerebro por la 

glándula pineal (epífisis) a partir del triptófano. Se produce también, pero en 

menor medida, en otros tejidos y órganos dónde actúa como hormona 

paracrina. A nivel del SNC, presenta efectos inhibitorios que dan origen a 

sus propiedades anticonvulsivantes y neuroprotectoras255. Varios 

estudios256-258 sugirieron que la melatonina reduce la respuesta 

glutamatérgica a través de la inhibición de la nNOS (IC50 = 0.1 µM, nNOS 

de rata). Otros demostraron que dicha inhibición es dosis dependiente y 

CaM dependiente259. En el cerebro, la melatonina, bajo la acción de la 

indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), se metaboliza a N1-acetil-N2-formil-5-

metoxikinurenina que luego pasa a N-acetil-5-metoxikinurenamina (aMK), el 

principal metabolito cerebral de la melatonina260. El tiempo de latencia de la 

melatonina, en el que tarda en aparecer el efecto inhibidor, condujo a la 
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conclusión de que la melatonina ejerce su acción a través de uno de dichos 

metabolitos258.  
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NHCCOCH3

O
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Basándose en este hecho y en el potencial neuroprotector que presenta el 

ácido kinurénico (un metabolito neuroactivo de la vía metabólica del 

triptófano), nuestro grupo de investigación sintetizó y ensayó varias series 

de kinureninas.   

 

Los derivados kinurenínicos261,262 pueden ser diésteres derivados del ácido 

amidomalónico sustituido en posición 2 90 o derivados de ácidos 

carboxílicos α-amido-ω-benzoilsustituidos 91.  
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R1 = H, NH2, N(CH3)2, NHCH2Ph
R2 = H, OCH3, NO2
R3 = H, CH3
R4 = CH3, CH2CH2, (CH2)2CH3, Ph, 
        CH=CHCH3, c-C3HH5, C6H11
n = 0, 1.

 
De todos los compuestos ensayados, resalta, por su potencia inhibitoria 

tanto de la excitabilidad NMDA como de la enzima nNOS, el ácido 91 con 

R1 = NH2, R2 = OCH3, R3 = H, R4 = CH3, n = 0, con una IC50 = 40 µM. La 

actividad inhibitoria de los compuestos desprovistos del grupo amino 

aromático o en los que este grupo está sustituido es muy limitada o nula. 
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Esta observación demuestra que el grupo amino libre es imprescindible para 

la actividad inhibitoria. 

 

Los estudios conformacionales de estas kinureninas261 concluyen  que la 

presencia del grupo amino restringe la flexibilidad de la molécula al 

establecer un enlace de hidrógeno intramolecular con el grupo cetónico, 

favoreciendo así un cambio conformacional que mimetiza la conformación 

preferente y farmacófora de la melatonina (Figura 16). Por otro lado, el 

grupo amino establece otro enlace de hidrógeno con la NOS.     
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Figura 16. Conformación preferente de kinureninas con grupo amino libre y 
melatonina. 
 

Las kinurenaminas 92 constituyen el segundo tipo de inhibidores de nNOS 

sintetizados por nuestro grupo de investigación. Entre estos derivados 

destaca el principal metabolito cerebral de la melatonina aMK (R1 = OCH3, 

R2 = CH3) que presentó una inhibición máxima263. 
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En general, todos los compuestos ensayados presentan una buena 

actividad inhibitoria. Se pudo constatar que un aumento en el volumen de la 

cadena lateral (R2) conduce a una disminución de la actividad, mientras que 
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los compuestos con R1 = OCH3 son dos veces más activos que los que 

llevan R1 = Cl, demostrando la necesidad de un sustituyente electrón-

donante. Por otro lado, igual que con las kinureninas, se observó que el 

grupo amino es imprescindible para la actividad inhibitoria.  

1.6.2.2.6   Otros inhibidores 

Basándose en las observaciones anteriores, nuestro grupo decidió introducir 

mayor rigidez estructural lo que llevó al diseño  de otras series, los 

derivados pirazólicos264-266 entre ellos se encuentran las moléculas tipo 93 

(inhibición máxima de nNOS de 70% a una concentración de 1 mM). Los 

mejores resultados de inhibición se obtuvieron en compuestos con c-Pr y Ph 

en R2 y OMe y Cl en R1. 

R1

NH2

N
N R1 = H, Cl, OCH3

R2 = alquilo, cicloalquilo, fenilo

93

O

R2

En los últimos años, nuestro grupo de investigación diseñó y sintetizó otras 

series como los derivados fenil pirrólicos 94 con un resto de carboxamida en 

posición 2. A pesar de que in vitro fueron débiles inhibidores, tanto de nNOS 

como de iNOS, in vivo (modelo de  Párkinson inducido por MPTP in ratones) 

demostraron una fuerte inhibición de la isoforma inducible, tanto a nivel de 

citosol como de mitocondria. Aunque se piensa que ejercen una inhibición 

no competitiva, no se llegó a determinar su mecanismo de acción, 

estipulando que podría ser a través de un metabolito o modificando la 

expresión de la iNOS267. 
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Posteriormente, el anillo de pirrol se sustituyó por uno de tiadiazol 95 

obteniéndose unos inhibidores potentes y selectivos de iNOS con una IC50, 

in vitro, entre 20 y 40 µM. Los estudios de docking realizados para estas 

estructuras acompañan la hipótesis de que estos inhibidores podrían unirse 

adecuadamente al centro activo de la enzima y por tanto actuar como 

inhibidores competitivos. Aun así, se requieren más estudios biológicos para 

confirmarlo268. 
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El propósito general de este trabajo de investigación es la síntesis y 

evaluación biológica frente a las isoformas nNOS e iNOS de nuevas 

pirazolinas y derivados de urea y tiourea N,N’-disustituidos, con el fin de 

encontrar inhibidores más potentes y selectivos de la NOS. 

 

Para lograr dicho propósito, se plantean los siguientes objetivos específicos: 

 

1. Basándose en los resultados obtenidos con los derivados pirazolínicos, 

previamente sintetizados por nuestro grupo de investigación, se propone la 

síntesis de nuevos compuestos con la estructura general que se muestra en 

la Figura 17, introduciendo sustituyentes de distinta naturaleza (electrón 

donante como OCH3,  electrón neutro como H o electrón atrayente como Cl) 

en distintas posiciones del anillo aromático y cambiando el radical acilo en 

R2 para estudiar la influencia tanto de la activación y desactivación del anillo 

aromático como del tamaño y flexibilidad del sustituyente en R2 en la 

inhibición de la enzima. 

 

2. Síntesis de nuevas kinurenaminas con la estructura general que se 

muestra en la Figura 17. En estos derivados, el grupo de urea (X = O) o 

tiourea (X = S) mimetiza al de guanidina presente en la L-arginina, sustrato  

natural de la enzima. Distintos sustituyentes se introducen en R1 (OCH3, H, 

Cl) y en R2 (Me, Et, Pr) para poder estudiar la relación estructura actividad. 
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3. Síntesis de derivados 3-hidroxipropil urea y tiourea (Figura 17) en los 

cuales, en base al estudio de docking, el grupo carbonilo de la cadena 

intermedia se intercambia por un grupo hidroxilo, tratando de comprobar la 

influencia de este cambio en la actividad inhibitoria de los compuestos. 
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Derivados pirazolínicos Derivados kinurenamínicos 
con restos de urea y tiourea

Derivados 3-hidroxipropil urea y tiourea  
Figura 17. Estructura general de los compuestos sintetizados 

 

4. Establecimiento de una nueva ruta sintética para obtención de los 

derivados 3-hidroxipropil urea y tiourea. 

 

5. Purificación e identificación inequívoca de las moléculas sintetizadas 

mediante los estudios de resonancia magnética nuclear (RMN)  mono (1H, 
13C, DEPT) y bidimensionales (HSQC, HMBC), espectrometría de masas de 

alta resolución (HRMS) y análisis elemental. 

 

6. Determinación de la actividad biológica, frente a nNOS e iNOS, de todos 

los derivados sintetizados y, frente a eNOS, de los más activos.  

 

7. Análisis de la influencia de las modificaciones estructurales sobre la 

actividad inhibitoria en las tres familias de compuestos. 
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8. Realización de estudios teóricos de modelado molecular, utilizando 

estructuras cristalinas de la nNOS e iNOS disponibles en el RCSB PDB. 

Dichos estudios permiten, por un lado, el diseño de la familia de las 3-

hidroxipropil ureas y tioureas, y por otro, una aproximación del modo de 

unión de los compuestos al centro activo de la enzima y la justificación de 

los resultados biológicos.  
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3.2 Artículo 2 
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4.1 Conclusiones 

El aumento de la incidencia de las enfermedades relacionadas con el NO, 

como Párkinson, Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica, corea de 

Huntington, choque séptico o artritis reumatoide, entre otras, hace 

imprescindible y urgente la búsqueda de soluciones terapéuticas para tratar 

dichas patologías. En este contexto, esta investigación intenta contribuir a la 

búsqueda de dichas soluciones mediante la inhibición de la NOS, siendo 

sus principales conclusiones las siguientes: 

1. En la presente tesis doctoral, se han diseñado, sintetizado y

caracterizado de forma inequívoca, mediante el uso combinado de técnicas 

espectroscópicas de RMN (1H, 13C, DEPT y 1H/13C), espectrometría de 

masas y análisis elemental, cincuenta compuestos finales que se 

distribuyen en tres familias estructurales: 

a. La primera familia incluye dieciocho compuestos finales con estructura

pirazolínica, en la que los sustituyentes del anillo aromático (Cl, OCH3) 

se han introducido en posiciones 5-, 4,5- y 2,3,4- y los sustituyentes de la 

cadena lateral fueron ciclopropilo, fenilo, bencilo y fenetilo. 

b. La segunda familia comprende quince compuestos finales con

estructura kinurenamínica con restos de urea o tiourea. Los sustituyentes 

en R1 (Cl, OCH3) se han introducido en posición 5- del fenilo. En R2 se 

ha introducido una cadena alquílica de Me, Et o Pr. 

c. La tercera familia engloba diecisiete compuestos finales derivados de

3-hidroxipropil urea y tiourea. Los sustituyentes en R1 son los mismos 

que en la familia anterior, y en R2 se han introducido restos de Me, Et, Pr 

y Ph. 
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2. Para la síntesis de los derivados de la tercera familia se ha puesto a

punto una nueva ruta sintética que puede ser aplicada a los derivados 

kinurenamínicos con restos de urea y tiourea, lo que permite acortar la 

síntesis de 8 a 5 pasos y duplicar el rendimiento global. 

3. La variación de metodología, mediante el uso de MW, para la formación

de ureas y tioureas en la tercera familia ha permitido acortar el tiempo de 

reacción (de 18 h a 20 min) manteniendo un buen rendimiento (entre 70 y 

90%), con respecto a la síntesis convencional llevada a cabo en la segunda 

serie de derivados.  

4. Todos los productos finales sintetizados han sido ensayados in vitro

como posibles inhibidores de las isoformas neuronal e inducible de la NOS. 

Los compuestos más interesantes de las dos últimas familias, 5n y 4g, han 

sido ensayados también frente a eNOS, demostrándose la ausencia de 

efectos adversos relacionados con la hipertensión. 

5. Los resultados de las pruebas biológicas demuestran, en general,  una

moderada actividad inhibitoria de las tres familias frente a las isoformas 

nNOS e iNOS. Las conclusiones respecto a este punto se detallan, a 

continuación, para cada familia: 

a. Los derivados pirazolínicos han demostado, en general, mejor

inhibición frente a la isoforma neuronal. Esta inhibición se favorece con 

sustituyentes electrón-donantes (OCH3) en R1, siendo el compuesto 3r, 
con tres grupos metoxilo en el anillo aromático, el mejor inhibidor con 

moderada selectividad hacia nNOS. El aumento del volumen y la 

flexibilidad de R2 favorecen también esta inhibición. 

b. Las kinurenamino-ureas y tioureas han presentado, generalmente,

mayor afinidad por la isoforma inducible y, en concreto, las que llevan un 
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resto de urea. Los compuestos clorados han sido los más activos, 

destacando la urea 5n con una CI50 de 100 µM frente a iNOS y sin 

actividad frente a eNOS. 

c. Principalmente, los compuestos de la tercera familia presentan

mejores valores de inhibición frente a nNOS. Los derivados tioureicos 

han sido más activos que los ureicos, destacando 4g con una CI50 de 

130 y 180 µM frente a nNOS e iNOS, respectivamente, estando 

desprovisto de actividad frente a eNOS.  

6. Los estudios de modelado molecular llevados a cabo sobre las tres

familias permitieron entender mejor su posible interacción con la enzima y 

justificar así sus actividades biológicas: 

a. Respecto a las nuevas pirazolinas, el estudio de docking ha permitido

comprobar que el volumen de R1 así como el volumen y longitud de R2 

influyen en la orientación y la disposición de los compuestos en el sitio de 

unión. Además, la conformación de Arg260 en iNOS y Arg481 en nNOS 

y, en consecuencia, la conformación de otros residuos en ambos centros 

activos, parecen ser decisivas en la interacción con la enzima, así como 

en la orientación de los compuestos en el sitio de unión.  

b. Los estudios de docking y de dinámica molecular realizados en la

segunda familia han demostrado la importancia del fenilo, del grupo 

amino unido a éste y de la urea en la interacción con la enzima a través 

de diferentes residuos del centro activo. Se ha comprobado también que 

la interacción del oxígeno de la urea con la Arg260 (iNOS) es 

fundamental para la selectividad en estos compuestos. 

c. Los estudios de docking de los derivados de 3-hidroxipropil urea y

tiourea han revelado que, además de la interacción del anillo aromático y 
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la del resto de tiourea con residuos del centro activo de nNOS, se 

establecen puentes de hidrógeno a través del grupo hidroxilo y el grupo 

amino, justificándose los mejores valores de inhibición que presentan 

algunos de estos derivados por dicha isoforma. 

4.2 Limitaciones y perspectivas futuras 

A pesar de que esta investigación permita mejorar los resultados obtenidos 

con anterioridad por nuestro grupo respecto a la inhibición de la NOS y 

ofrecer nuevas estrategias sintéticas, algunas limitaciones pueden 

destacarse y requieren futuras investigaciones para ser solventadas: 

a. Aunque se ha supuesto que la inhibición ejercida por los compuestos

descritos se produce a través de la interacción con el centro activo de la 

enzima, ningún experimento se ha llevado a cabo para confirmar esta 

hipótesis. 

b. Los estudios computacionales representan una valiosa herramienta en

el campo de la química farmacéutica pero aun así no dejan de ser 

estudios teóricos con cierto margen de error y su cumplimentación con 

estudios cristalográficos sería muy deseable para determinar realmente 

los puntos de interacción con la enzima y, en base a eso, realizar los 

cambios estructurales que se consideren oportunos.  

c. Además de realizar los estudios computacionales con las isoformas

neuronal e inducible, hubiera sido conveniente, también, llevarlos a cabo 

con la  endotelial. Estos estudios aportarían más información respecto a 

la interacción de los compuestos con la enzima permitiendo analizar y 

explicar los resultados biológicos y establecer la influencia de la 

estructura en dicha interacción.    
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A pesar de estas limitaciones, los resultados obtenidos en este trabajo 

serán de gran ayuda para definir las líneas futuras de investigación. 

Continuar trabajando con el tipo de estructuras descritas, implica 

necesariamente determinar a qué nivel actúan, mediante estudios más 

profundos para encontrar moléculas no sólo más potentes sino también más 

selectivas de la nNOS, la iNOS o de ambas. 
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5.1 Conclusions 

1. In this thesis, fifty final products have been designed, synthesized and

characterized by the combined use of NMR spectroscopy (1H, 13C, 1H/13C) 

and mass spectrometry techniques as well as elemental analysis. They are 

divided into three structural families: 

a. The first family includes eighteen final compounds with pirazoline

structure in which the aromatic ring substituents (Cl, OCH3) have been 

introduced in 5-, 4,5- and 2,3,4- positions, and the R2 substituents were 

cycloprpyl, phenyl, benzyl and phenethyl. 

b. The second family has fifteen final compounds with kynurenamine

urea or thiourea structure. R1 substituents (Cl, OCH3) have been 

introduced in 5- position of the phenyl and an alkyl chain of Me, Et or Pr 

has been introduced as R2. 

c. The third family gathers seventeen final compounds 3-hydroxypropyl

urea and thiourea based structure. R1 is the same as for the previous 

family and R2 can be a Me, Et, Pr or Ph group. 

2. A new pathway has been reported for the synthesis of the third family. It

can be applied to obtain kynurenamine-ureas and thioureas shortening the 

synthetic route from 8 to 5 steps and doubling the global yield. 

3. The change of methodology using MW to form ureas and thioureas in the

third family has shorten the reaction time (from 18h to 20 min) maintaining a 

good yield (70 to 90%), compared to the conventional synthesis carried out 

in the second series of derivatives and previous results described in 

literature.  
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4. All the synthesized final products have been tested in vitro as potential

inhibitors of neuronal and inducible NOS isoforms. The most interesting 

compounds 5n and 4g have also been tested against eNOS demonstrating 

the absence of hypertension adverse effects. 

5. The biological results show, in general, a moderate inhibitory activity

against the three families against nNOS and iNOS isoforms. The findings on 

this point are detailed below for each family: 

a. The pyrazoline derivatives have generally demonstrated better

inhibition against the neuronal isoform. R1 electron-donating substituents 

(OCH3) improve this inhibition being the compound 3r, with three 

methoxy groups, the best inhibitor with moderate selectivity for nNOS. 

Bulky and flexible R2 also favor this inhibition. 

b. The kynurenamine-urea and thiourea derivatives have mostly shown

greater affinity for inducible isoform, in particular, the urea ones. 

Chlorinated compounds have been the most active. Among them, the 

urea 5n stands with an IC50 of 100 µM being inactive against eNOS. 

c. The third family of compounds has broadly shown more likely to inhibit

nNOS. The thiourea derivatives have been more active than ureas, 

highlighting 4g with an IC50 of 130 and 180 µM against nNOS and iNOS, 

respectively, and devoid of activity against eNOS. 

6. Molecular modeling studies carried out on the three families allow

understanding better their potential interactions with the enzyme and thus 

justifying their biological activities. 

a. Regarding the new pyrazolines, docking study has shown that R1

volume and R2 volume and length influence the orientation and lay out of 
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the compounds in the binding site. Furthermore, the conformation of 

Arg260 and Arg481 in nNOS and iNOS, respectively, and therefore the 

conformation of other residues in both active sites appear to be crucial in 

the interaction with the enzyme as well as in the orientation of the 

compounds inside the binding site. 

b. Regarding the new kynurenamines, docking study and molecular

dynamics have shown the importance of the phenyl ring, the amino group 

and the urea in the interaction with the enzyme through different residues 

of the active site. It has also been found that the interaction of urea 

oxygen with Arg260 (iNOS) is essential for the selectivity in these 

compounds. 

c. Docking studies of 3-hydroxypropyl urea and thiourea derivatives have

revealed that, besides the interaction of the aromatic ring and the rest of 

thiourea with residues in the nNOS binding site, hydrogen bonds are 

established through the hydroxyl group and amino group, justifying the 

best inhibition values of several compounds versus this isoform. 

5.2 Limitations and future perspectives 

Despite this investigation improves the results previously obtained by our 

research group for NOS inhibition and offers new synthetic strategies, some 

limitations exist and require further research to be resolved: 

a. Although it has been assumed that the inhibition exerted by the

reported compounds occurs through interaction with the active site of the 

enzyme, no experiment has been conducted to confirm this hypothesis. 

b. Computational studies are a valuable tool in the pharmaceutical

chemistry field but even so they are still theoretical studies with a margin 
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of error. Thus, complementary crystallographic studies would be very 

desirable to actually determine the interaction spots with the enzyme and, 

based on that, make the structural changes deemed appropriate. 

c. In addition to computational studies with neuronal and inducible

isoforms, it would have been convenient, perform them also with the 

endothelial one. These studies would provide more information about the 

ligand-enzyme interaction allowing analyze and asses the biological 

results and establish the influence of the structure in such interaction. 

Despite these limitations, the results obtained in this study will be helpful to 

define future research. Continue working with the reported structures types 

implies necessarily determine, by further studies, where they act, aiming to 

find not only more potent but also more selective molecules of nNOS, iNOS 

or both. 
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6.1 Introduction 

Nitric oxide (NO) is an inorganic free radical and an important biomessenger 

that regulates several physiological functions in the nervous, immune, and 

cardiovascular systems.1  

NO is synthesized from the enzyme catalysis of L-arginine to L-citrulline in 

several cell types by a family of nitric oxide synthase (NOS) isoenzymes with 

consumption of molecular oxygen. Native NOS is a homodimeric enzyme. 

Each monomer consists of an N-terminal oxygenase domain with a catalytic 

heme active site and a cofactor tetrahydrobiopterin (BH4) binding site, and a 

C-terminal electron-donating reductase domain binding flavin adenine 

dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN), and nicotinamide adenine 

dinucleotide (NADPH).2,3 The linker between the two functional domains is a 

calmodulin (CaM) binding motif that enables electron flow from the 

oxygenase domain to the reductase domain.4  

In mammalians, three isoforms of NOS have been identified: neuronal 

(nNOS), endothelial (eNOS) and inducible NOS (iNOS)5. nNOS and eNOS 

are constitutive and regulated by intracellular Ca/CaM. They continually 

produce low levels of NO used for nerve function and blood regulation, 

respectively. While, iNOS produces large toxic bursts of NO to fight 

pathogens, and is not Ca-dependent.6,7  

To exert appropriate functions, NO synthesis by the three isozymes is under 

tight regulation. Thus, overproduction of NO by nNOS has been associated 

with neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s, Párkinson’s or 

Huntington’s diseases,8-10 and the inducible isoform seems to be responsible 

for the massive NO production in pathologies such as arthritis, colitis, tissue 

damage, cáncer or several inflammatory states.11-13 The NO underproduction 

by eNOS has been associated with hypertension and atherosclerosis.14,15 
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Accordingly, inhibition of nNOS or iNOS, but not of eNOS, could provide an 

effective therapeutic approach. 

Previously, our research group has described a series of nNOS inhibitors 

with a kynurenine 1,16 kynurenamine 2,17 or 4,5-dihydro-1H-pyrazole 

structure 3 (Figure 1).18 
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R2 = alkyl

Figure 1. Derivatives synthesized by our research group. 

6.2 Aims 

The aim of this PhD dissertation is the development of potential NOS 

inhibitors. The design, synthesis and biological evaluation against the iNOS 

and nNOS isoforms of new pyrazolines and N,N’-disubstituted urea and 

thiourea derivatives is proposed. 

The specific aims are the following: 
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1. Synthesis of the proposed compounds with their corresponding

methodologies.

2. Unequivocally characterization of the synthesized molecules using one-

and two-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy

and high resolution mass spectrometry techniques (HRMS) as well as

elemental analysis.

3. In vitro biological activity evaluation against nNOS and iNOS of all final

products and against eNOS of the most active ones.

4. Assessment of the qualitative and quantitative structure-activity

relationships (QSAR) of the three families of compounds.

5. Conducting molecular modeling studies to design and propose a binding

mode for these new compounds to i/nNOS.

6.3 Results* 

6.3.1 Pyrazoline derivatives 

This family of compounds has been designed basing on the results of 

previous pyrazolines 3 (Figure 1) published by our group.18 In these 

compounds, the activation and deactivation of the aromatic ring was 

increased, through R1 substituents, keeping the cyclopropyl and phenyl 

groups in R2, as well as changing the size and flexibility of the phenyl moiety 

(Figure 2)19.  

*In this section the compounds number used is the same that appears in the
published articles corresponding to each family. 
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N
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 CH2Ph,
 CH2CH2Ph

NO2

R1 = H, 5-Cl, 4,5-Cl2,
 5-OMe, 4,5-(OMe)2,
 2,3,4-(OMe)3

3

Figure 2. Pirazoline derivatives. 

The in vitro biological results demonstrate that the increase of R2 size 

substituent improves the iNOS, as well as the nNOS inhibitory activity. 

Nevertheless, regarding the R1 substituent in the aromatic ring, electron-

withdrawing groups enhance iNOS inhibition, whereas electron-donating 

substituents get better the nNOS inhibition. This fact is confirmed by docking 

studies which show the better orientation of 3h (R1 = 4,5-Cl2, R2 = 

CH2CH2Ph) in iNOS and 3r (R1 = 2,3,4-(OMe)3, R2 = CH2CH2Ph) in nNOS. 

This last derivative is the most active nNOS inhibitor of all the tested 

compounds (IC50 = 400 µM), with a good nNOS/iNOS selectivity. 

6.3.2 Kynurenamine-urea and thiourea derivatives 

These products were designed from kynurenamines 2, carrying a urea or 

thiourea substituted group, isosteric to the final guanidine moiety of L-

arginine, the natural substrate of NOS (Figure 3)20,21.  
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NH2

O

N
H

X

N
H

R2 R1 = H, OMe, Cl
R2 = Me, Et, Pr
X = O, S

5

Figure 3. Kynurenamine-urea and thiourea derivatives. 

 172 



Summary 

In general, all compounds show, in vitro, better inhibition against iNOS than 

nNOS, being the chlorinated series the most active compounds. In addition, 

the urea residue seems to play an important role in compounds selectivity. 

Thioureas similarly inhibited both isoenzymes, while ureas selectively 

inhibited iNOS. The urea 5n (R1 = Cl, R2 = Et, X = O) was the most active 

iNOS inhibitor with IC50 = 100. This was confirmed by docking and MD 

simulations studies, which showed the more favorable orientation of 5n in 

iNOS establishing good interactions with the enzyme. Also, this compound 

did not inhibit eNOS, demonstrating the selectivity necessary to avoid the 

adverse effect of hypertension. 

6.3.3 3-Hydroxypropyl urea and thiourea derivatives 

These compounds have been designed by reduction of the kynurenamine-

urea and thiourea derivatives carbonyl group 2 (Figure 4).  

NH2

N
H

OH X

N
H

R2R1 R1 = H, OMe, Cl
R2 = Me, Et, Pr, Ph
X = O, S

4

Figure 4. 3-hydroxypropyl urea and thiourea derivatives. 

The synthetic route performed to this new family could also be applied to the 

last family allowing us to obtain the molecules 5 with less synthetic steps 

(from 8 to 5) and higher global yield (from 18% to 40%).  

Moreover, using the MW, we could shorten the urea and thiourea formation 

time from 18h to 20 min with good yield ranging between 60 and 90%.  

Regarding the biological results, this family mostly inhibits better the 

neuronal NOS isoform than the inducible one. Furthermore, thioureas exhibit 
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higher inhibition than ureas for both isoforms. Among all the tested 

compounds, 4g (R1 = OMe, R2 =  Me, X = S) shows the best nNOS (IC50 = 

130 µM) and iNOS (IC50 = 180 µM) inhibition values without inhibiting eNOS. 

Such compound could be useful to fight pathologies where both i/nNOS are 

implicated such as neurodegenerative diseases. 
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