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1.1. Oxido Nitrico

El 6xido nitrico es una molécula heterodiatémica de formula molecular
NO, posee un electrén desapareado (por lo que se comporta como un
radical libre) y en condiciones normales es un gas incoloro.

En el organismo, gracias a su pequefio tamaio, carecer de carga formal y
alta solubilidad, puede difundir facilmente a través de membranas y en
espacios intra e intercelulares. Debido a su alta reactividad, tiene una vida
media muy corta.

Desde el punto de vista fisiolégico estd involucrado como segundo
mensajero en la relajacién del musculo liso, control de la presidn
sanguinea, inflamacién, activacién del sistema inmunitario vy
neurotransmision.

1.2. Historia

La existencia del éxido nitrico como compuesto quimico es conocida desde
los inicios del siglo XIX. En los albores de la quimica moderna ya era
utilizado en reacciones para comprender el comportamiento de los
derivados del nitrégeno y reacciones de dxido-reduccién, llegando a
aparecer en experimentos de ilustres cientificos como Gay-Lussac.

No obstante, descubrir suimplicacion a nivel bioldgico no fue posible hasta
entrada la década de 1970, debido principalmente a las propiedades
quimicas tan distintas del resto de mediadores en el organismo
identificados hasta esa fecha.

Todo comenzd en la Universidad del Estado de Nueva York, donde el
profesor de Farmacologia Robert F. Furchgott se encontraba estudiando



la relajacion de los vasos sanguineos y la forma en la que la acetilcolina
(ACh) intervenia en el proceso. Al comienzo de su investigacion ya era
conocida la funcién neurotransmisora de la ACh, a pesar de ello, los
resultados que obtuvo Furchgott fueron diametralmente opuestos a los
esperados: los tejidos preparados para sus ensayos, tras el estimulo con
ACh, se contraian en vez de relajarse. Indagando en los motivos de este
fendmeno, llegd a la conclusién de que la preparacién del tejido para sus
ensayos dafiaba una parte clave para la relajacién del mdusculo: el
endotelio.

La diferencia que presentan los vasos sanguineos del resto de la
musculatura lisa es la presencia del endotelio recubriendo su capa interior.
Furchgott desarrollé un experimento para comprobar la funcidn de este
tejido en el sistema circulatorio: al retirar el endotelio sin daiar el resto de
la estructura vascular, los vasos sanguineos seguian contrayéndose tras un
estimulo con ACh. No obstante, al repetir el experimento con una seccién
de aorta sin endotelio adherida a otra con endotelio en un modelo
“sandwich”, se producia una relajacion tras la estimulacién. Esto hizo
plantearse la existencia de un segundo mensajero que aparecia en
presencia de ACh, una sustancia desconocida que seria capaz de difundir
a través de los tejidos y que obviamente se producia en el endotelio.
Decidieron bautizarlo “factor relajante derivado del endotelio” o EDRF,
por sus siglas en inglés.!

A partir de ese momento, los esfuerzos de la comunidad cientifica se
centraron en descubrir cudl era la naturaleza de esa sustancia.

Tomé entonces el testigo Ferid Murad, quien fijé su atencion en un grupo
de medicamentos para la angina de pecho descubiertos hacia mas de un
siglo: la nitroglicerina y el nitrito de amilo. Con anterioridad ya habia
desentrafiado partes de su mecanismo de accidn: estos medicamentos
activaban la guanilato ciclasa, aumentando el cGMP, provocando una
fuerte vasodilatacidn periférica que reducia la resistencia de los vasos y el
retorno venoso. No obstante, el motivo por el que se desencadenaba esa
via le era desconocido. La hipétesis de Murad se basaba en la posibilidad
de que estos medicamentos se descompusieran y liberasen NO en el
torrente sanguineo. Para comprobarlo decidié burbujear NO gaseoso en
una preparacién de tejido con guanilato ciclasa, midiendo posteriormente
la presencia de cGMP, un aumento significativo frente a los ensayos
control determind que su teoria era cierta.?
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Aunqgue estos dos descubrimientos mostraban una misma respuesta
fisioldgica, la conexiéon entre el endotelio y los medicamentos
vasodilatadores no estaba completa, faltaba por identificar si el EDRF y el
NO eran la misma sustancia. Fue entonces cuando entrd en escena Louis
Ignarro, el cual, en un congreso cientifico en la Clinica Mayo en 1986 (al
gue también asistio Furchgott), presentd dos espectros de absorcion de la
hemoglobina: uno unido al factor endotelial y otro a NO, siendo ambos
idénticos entre si.3

A principios de 1990, en los laboratorios de la Universidad Johns Hopkins,
fue aislada por primera vez la enzima responsable de la formacién del NO
a nivel bioldgico: la 6xido nitrico sintasa (NOS). Gracias al trabajo de David
S. Bredt y Solomon H. Snyder, ademas de purificar monémeros de esta
enzima a partir de cerebelo de ratdn, consiguieron identificar algunos de
los cofactores clave para su actividad bioldgica.*

Aunque en sus inicios esta teoria contaba con mas escépticos que adeptos,
y lainvestigacion supuso un gran reto para todos los cientificos implicados,
el reconocimiento internacional alcanzé su culmen con el premio Nobel de
Medicina del afio 1998 a Robert F. Furchgott, Ferid Murad y Louis Ignarro,
por sus descubrimientos acerca de la implicacidon del dxido nitrico como
molécula mensajera en el sistema cardiovascular.’

La entrega de este premio no estuvo exenta de polémica, no por falta de
mérito de los galardonados, sino por dejar en el olvido el trabajo de Sir
Salvador Moncada.® Este cientifico, de origen hondurefio y nacionalidad
britdnica, fue el responsable de elucidar la ruta metabdlica por la cual se
sintetiza el NO. Ademads, de su laboratorio salieron gran parte de las
primeras informaciones sobre los efectos del NO en los sistemas
circulatorio y nervioso, y la influencia que ejerce esta molécula en el
cancer.

Desde que se hizo patente la importancia del NO en el organismo hasta la
actualidad, el goteo de nuevos descubrimientos sobre el dxido nitrico ha
sido constante. Esto puede verse facilmente reflejado en el nimero de
publicaciones al respecto, pasando de unas decenas de articulos antes de
1986, a un desarrollo exponencial que a dia de hoy alcanza los 170 mil
resultados.’

En estos 35 afios se ha aclarado en gran medida el papel fisioldgico,
patolégico y farmacoldgico del NO para el ser humano, permitiendo abrir
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numerosas vias de investigacion para el estudio de enfermedades y sus
posibles tratamientos.

1.3. Oxido Nitrico Sintasa

Las enzimas de la familia de las éxido nitrico sintasas son las encargadas
de catalizar a nivel biolégico la reaccién de formacién de NO.

1.3.1. Biosintesis

A pesar de que puede aparecer como subproducto de algunas reacciones
en el organismo, lainmensa mayoria del NO proviene de la transformacion
de L-arginina (L-Arg) a L-citrulina (L-Cit), consumiendo nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH) y O,. La estequiometria de la
reaccién se muestra en la figura 1.

NH N-OH (0]
HN— HN— HN—4
NH . NH . NH
H+NADPH+ Oy 1/2 H+1/2NADPH + 02\ NO
%_» > +
NADP*++H,0 12NADP*+ H,0 <
~INH, “NH, “NH,
(0] (0] (o)
OH OH OH
L-Arginina L-NOHA L-Citrulina

Figura 1. Biosintesis de NO.

En primer lugar, la L-Arg se oxida a N®-hidroxi-L-Arg (L-NOHA)
consumiendo 1 equivalente de NADPH, H* y O,; este intermedio de
reaccién vuelve a sufrir el mismo proceso oxidativo para formar
finalmente L-Cit y NO. En esta segunda fase, la estequiometria es mas
confusa, se consumen 0.5 equivalentes de NADPH y H* junto con un
equivalente de O,, la explicacién mads viable es el consumo de NADPH
desacoplado de esta reaccidén cuando el aminodcido no esta presente.

Las concentraciones en las que puede aparecer el NO en la célula pueden
variar entre: bajas (0.2 — 2.0 nM) en condiciones fisiolégicas, moderadas
(2 = 20 nM) en condiciones de respuesta inmunitaria o inflamacion vy,
excepcionalmente, pueden aparecer elevadas (20 — 200 nM).2

1.3.2. Clasificacion

En los mamiferos existen tres isoformas que reciben su nombre por el
lugar en el que se descubrieron por primera vez: la neuronal o nNOS, la
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inducible 0iNOS y la endotelial 0 eNOS. A continuacidn describiremos cada
una de ellas siguiendo las pautas de Geller y Billiar.®

La isoforma neuronal (nNOS) fue la primera en ser descubierta, es una
isoforma de caracter constitutivo cuya actividad depende de la
concentraciéon de calcio intracelular. Genéticamente hablando se
encuentra codificada en el cromosoma 12 por unas 160.8 kilobases, que
se traducen en 1434 aminoacidos por mondmero. Preferentemente se
localiza en las neuronas del sistema nervioso central (SNC), aunque
aparece también en los demas tipos de neuronas, y en células musculares
cardiacas y esqueléticas. La localizacidon subcelular la determina una
secuencia PDZ que solo posee esta isoforma en el extremo N-terminal,
habitualmente es en el citosol, aunque también se ha detectado en las
membranas plasmaticas y en el nicleo.®

La isoforma endotelial (eNOS), al igual que nNOS, es constitutiva y
dependiente de la concentracion de calcio. Esta enzima esta formada por
1203 aminoacidos por mondmero que se encuentran codificados por 21
kilobases en el cromosoma 7. Se puede encontrar en las células
endoteliales, concentrada preferentemente en el aparato de Golgi y en
pequenas invaginaciones de la membrana plasmatica llamadas caveolas.
Esta diferencia respecto a las otras isoformas se debe a acilaciones en el
extremo N-terminal, concretamente miristolacién de Gly2 y palmitoilacién
de Cys15y Cys25.1

Por ultimo, la isoforma inducible (iNOS) solo se expresa después de una
induccidn transcripcional y de forma independiente a la concentracién de
calcio intracelular, debido a que el complejo calcio-calmodulina (CaCaM)
forma parte de su estructura. Los estimulos que desencadenan la
produccion de esta enzima pueden ser endotoxinas, como el
lipopolisacarido (LPS), o mediadores pro-inflamatorios como el interferdn
gamma (IFN-y), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o la
interleuquina-1B (IL-1B).** Es la isoforma mas pequefia con 1153
aminoacidos por mondmero, codificados en 37 kilobases del cromosoma
17. Aunque inicialmente se descubriera en macréfagos, es capaz de ser
expresada por casi cualquier célula del organismo, de forma preferente se
localiza en el citosol de las células. Esta isoforma es capaz de producir 103
veces mas NO por unidad de tiempo que cualquiera de las otras.®?

Se ha debatido la existencia de una cuarta isoforma, la mitocondrial o

mtNQOS, sin embargo, la falta de consistencia en los articulos respecto a su
caracterizacion y resultados de actividad, permiten la apariciéon de
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argumentos de peso en su contra; por ejemplo, no ha podido encontrarse
ninguna proteina similar codificada en el genoma mitocondrial, tampoco
existen transportadores activos para ella en la membrana, y se sospecha
que los casos en los que se han detectado indicios de NO en las
mitocondrias aisladas, deriven de cualquiera de las otras tres isoformas
adheridas a la membrana externa mitocondrial.**

1.3.3. Estructura

Se trata de unas enzimas homodiméricas, esto quiere decir que la forma
activa estd compuesta por dos proteinas idénticas, lo que da como
resultado un complejo voluminoso. Entre las diferentes isoformas, la
estructura de cada mondmero mantiene entre un 50 y un 60% de
homologia, estando especialmente conservado el lugar donde se produce
la transformacion del sustrato.’®

Para su correcto funcionamiento, al igual que otras muchas enzimas, la
NOS necesita de una serie de cofactores. Algunos de ellos ya han sido
mencionados, como NADPH o el complejo CaCaM; los restantes serian el
flavin adenin dinucledtido (FAD), el flavin mononucledtido (FMN), el grupo
hemo y la tetrahidrobiopterina (BH4). Mas adelante se aclararan las
funciones que cumple cada uno de ellos (Imagen 1).

La proteina que forma cada mondmero estd constituida por dos dominios
de plegamiento independientes: un dominio oxigenasa en el extremo N-
terminal y un dominio reductasa en el extremo C-terminal, entre ambos
existe una region de reconocimiento CaCaM que los une.

OXYGENASE DOMAIN REDUCTASE DOMAIN
D
Dimer $$ R
v [ |[welrr] P {ruw-{ {70 wnoer - coon
C110 ¢115 [\czoo 498 1198
S

Dominio L
oxigenasa Dominio

reductasa

CaM

Imagen 1. Estructura de iNOS simplificada (arriba)!® y dimerizada (abajo).:
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1.3.3.1. Dominio oxigenasa

En este dominio se encuentran los lugares de unién del grupo hemo, la
BH, y la L-Arg, siendo también el centro catalitico donde se produce la
sintesis de NO.

Por regla general las enzimas redox basadas en el grupo hemo, como las
de la familia del citocromo P450, poseen una estructura secundaria en la
que predominan las hojas plegadas-f3. Sin embargo, el dominio oxigenasa
de la NOS tiene una estructura particular, que da lugar a una conformacién
final descrita como “guante de béisbol”, donde una serie de a-hélices se
intercalan con pliegues B dejando el grupo hemo en el centro.

El dtomo de Fe del grupo hemo se encuentra penta-coordinado y la
coordinacion extra se produce con Cys200 axial al plano, mientras que el
resto del anillo porfirinico crea interacciones de Van der Waals con las
cadenas alifaticas de los aminodcidos circundantes, e interacciones 7-nt
con Trp188 y Phe369 en iNOS. Este grupo, aunque no se une directamente
a la L-Arg, es el que permite su oxidacion al donar dos veces un par de
electrones.

Una vez la enzima se encuentra dimerizada, aparece el centro activo en
ambos mondmeros de ella, este tiene forma de embudo de unos 30 A de
altoy 10 A x 15 A de seccidn transversal, espacio suficiente para la libre
difusién de L-Arg y L-Cit. La L-Arg y el intermedio de reaccion L-NOHA se
unen con las cadenas laterales de los aminoacidos situados en la parte mas
estrecha de esta cavidad, con el resto guanidinico coplanar al grupo hemo.

El sitio de unidn de BH4 se encuentra englobado por la proteina, cerca de
la interfase de dimerizacidn, aqui la interaccion principal es el apilamiento
del anillo aromatico de indol en Trp463 y la pteridina de BH.. Este cofactor
participa en la cadena de transporte de electrones, siendo el encargado
final de donar al grupo hemo un electréon. En este proceso pasaria a la
forma BH4™, que revierte al estado original una vez acepta el electrdn
proveniente del dominio reductasa.

En el fondo de la interfaz del dimero existe un dtomo de Zn en forma de
tetratiolato, coordinado con dos cisteinas de cada subunidad: Cys100 y
Cys115. Se comporta como un estabilizador del dimero y mantiene
accesible el sitio de unién de BH,, pero sorprendentemente no afecta a la
actividad de la enzima.
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1.3.3.2. Dominio reductasa

Este dominio, a diferencia del anterior, si que presenta una alta homologia
con el de los citocromos P450, sirviendo como lugar de unién de los
cofactores NADPH, FMN y FAD. La principal funcidén que cumple es la de
transportar los electrones donados por NADPH, a través de semiquinonas
estables en las flavinas FAD y FMN, hasta el grupo hemo del dominio
oxigenasa. En las isoformas constitutivas (nNOS y eNOS), especificamente
en el sitio de unién de FMN, hay una secuencia de 50 aminoacidos en
forma de lazo, capaz de regular la uniéon del complejo CaCaM a bajas
concentraciones de calcio. La isoforma inducible, sin embargo, una vez se
traduce el ARN mensajero, se une de forma irreversible a CaCaM.

Este dominio es capaz de mantener la funcién de transporte de electrones
aunqgue no esté dimerizada la enzima, con la diferencia de que el aceptor
final de dichos electrones es la molécula de O, que pasa a O7, en lugar del
grupo hemo.’

1.3.3.3. Dominio de unién a calmodulina (CaM)

Esta regidn es la mas pequeiia de las tres, estd formada por unos 25
aminodcidos cuya estructura secundaria es una a-hélice de cardcter basico
y anfifilico.

A esta zona se une la calmodulina (Imagen 2), una proteina reguladora
bilobular compuesta principalmente por oa-hélices y que, a la hora de
unirse con el ion calcio, adquiere una conformacién diferente que facilita
su unién con la NOS.®

Imagen 2. Calmodulina libre (a) y unida a Ca?* (b).1®
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Una vez se une el complejo CaCaM, se facilita la dimerizacién de los dos
mondmeros vy el flujo de electrones entre los otros dos dominios. En las
isoformas constitutivas la secuencia clave de aminoacidos para la union de
este cofactor es: Phe, Ala, Val y Leu; mientras que en la isoforma inducible
es Leu, Val, Val y Leu; esta ultima secuencia mas hidrofdébica podria
explicar la mayor afinidad que presenta iNOS por CaM.®

1.3.4. Dimerizacién

Como mencionamos anteriormente, la asociacién de las subunidades NOS
para dar lugar a dimeros activos, requiere de las interacciones entre el
comienzo y el final de los dominios oxigenasa de cada mondmero. El
espacio interfacial incluye el lugar de unién de BH, y ayuda a generar el
bolsillo de unién de L-Arg (Imagen 3).

Para mantener las dos subunidades unidas juegan un papel clave las
cisteinas Cys100 y Cys115, que se unen a sus homodlogas del otro
mondmero por dos posibles vias: una union directa por puentes disulfuro,
o creando un ligando tetravalente con un ion Zn.

A pesar de que tanto la L-Arg como BH, facilitan la unién y mantienen la
estabilidad de la forma activa, el Unico grupo indispensable es el hemo.?®
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1.3.5. Ciclo catalitico del hierro

El ciclo propuesto (Fig. 2) comienza con el &tomo de hierro del grupo hemo
en el estado de reposo oxidativo Fe (lll), un electrén transferido desde el
dominio reductasa lo reduce a Fe (ll), lo que permite la unién de una
molécula de O, generando el radical Fe (III)-O-O-, sobre este actia BH,4
donando un electrén y generando el anién Fe (111)-0-O". La adicién de un
protén (posiblemente proveniente de L-Arg) da lugar al complejo Fe (lll)-
0O-OH, y es entonces cuando el anillo de porfirina transfiere un protén y un
electrén al oxigeno distal, liberando una molécula de H,0 y quedando Fe
(IV)=0. Es en este momento cuando la L-Arg reacciona para dar el
intermedio L-NOHA y el hierro regresa a Fe (lll). Para la segunda oxidacion,
se repiten los pasos que acabamos de mencionar hasta la formacién del
Fe (111)-O-0H, el cual es capaz de reaccionar de forma directa con L-NOHA
para liberar L-Cit, dejando Fe (Ill)-NO. Finalmente, la BHs vuelve a
intervenir para generar el NO. Mientras que la primera oxidacién es comun
encontrarla en enzimas de la familia de las citocromo oxidasas, la segunda
parte del ciclo solo es capaz de llevarla a cabo la NOS.*®

L-Arginina
HO

o
HN—(

B,
*Nota: El grupo hemo siempre se encuentra unido al atomo de Fe, aqui solo se representa para mostrar la transferencia de un electrén.

Figura 2. Ciclo de oxidacion del hierro.
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1.4. Mecanismos de accion
Los efectos que genera el NO pueden dividirse en directos e indirectos.

Los efectos directos se caracterizan porque el propio NO se une al grupo
hemo de las proteinas involucradas, siendo una respuesta directa y rapida.
Los mas destacados son:

e Activacion de la guanilato ciclasa para producir cGMP.

e Unidn con hemoglobina, mioglobina y citoglobina, que resulta en
la descomposicion del NO.

e Inhibicion de citocromo oxidasa, reduciendo a su vez el consumo
de O, mitocondrial.

e Inhibicidn de catalasa, por lo que se disminuye la descomposicidon
de H,0,.

En los dos primeros casos el efecto tiene lugar a concentraciones
fisioldgicas, mientras que los dos ultimos requieren concentraciones mas
altas.

En el caso de los efectos indirectos, el NO reacciona primero con otras
moléculas y son los diferentes subproductos los que provocan las
modificaciones en las células (Fig. 3).

Cuando la reaccidén es con H,0; da lugar a peroxinitrito (ONOO’), un anién
altamente reactivo que puede aparecer en todo el rango de
concentraciones, pero estd controlado por la limitada cantidad de
superodxido en el medio.

Al reaccionar con O; aparece didxido de nitrogeno (NO,), este proceso esta
sujeto a una cinética de orden 2, teniendo lugar a gran velocidad solo
cuando la concentracién de NO es alta; el NO, puede reaccionar a su vez
con otra molécula de NO y dar lugar a éxido de nitrégeno (IIl) (N2Os). Este
ultimo producto también puede aparecer cuando ONOO™ reacciona con
dos moléculas de NO, generando a su vez NO,.

En presencia de CO;, el ONOO™ produce NO; y COs -, ambos fuertes
oxidantes.
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Figura 3. Reacciones del NO en el organismo.

Toda esta bateria de compuestos altamente reactivos, capaces de nitrosar,
nitrosilar y oxidar componentes celulares se denominan especies reactivas
del nitrégeno (RNS), cuyos principales efectos a nivel metabdlico consisten
en la nitracion de grupos tiol (SH), como en el glutation o los restos de
cisteina de las proteinas.®

A nivel mitocondrial se inhibe la respiracién celular por dos vias
principales: unién potente pero reversible de NO con citocromo oxidasa,
y todas las reacciones irreversibles y no selectivas de las RNS con
componentes mitocondriales claves. Como resultado de la disrupcion de
la cadena transportadora de electrones, se aumentan las concentraciones
intracelulares de O,, ROS, RNS y del propio NO, todo esto facilita la salida
de superdxido y peroxido de hidrégeno de la mitocondria al citoplasma
creando un circulo vicioso.

El conjunto de estas condiciones, unido a niveles altos de Ca®* en el citosol,
puede desencadenar un aumento de la permeabilidad de la membrana
interna de la mitocondria, liberando al citosol componentes que conllevan
la muerte celular.?

1.4.1. Necrosis y apoptosis derivadas de NO

En células no neuronales el éxido nitrico puede inducir la muerte celular
por dos vias: necrosis y apoptosis.

La necrosis depende de la deplecion energética provocada por multiples
factores:
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e Inhibicidén de la produccidon de ATP por la disrupcidn de la cadena
de transporte de electrones, como anteriormente mencionamos.

e Hidrdlisis del resto de ATP celular por la activacién vy
mantenimiento prolongado de la permeabilidad mitocondrial.

e Inhibicién de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
qgue inhibe la glicolisis en el citosol y activa las acetilaciones por
ubiquitina en el nucleo.

e Activacion de poli ADP-ribosa polimerasa (PARP) como
consecuencia de los dafos en el ADN provocados por RONS, que
consume NAD" citosdlico.

Como resultado, las bombas de calcio y sodio dejan de funcionar,
aumentando la concentracién intracelular de Ca*? (desencadenando la
activacion de proteasas, fosfolipasas y dificultando la permeabilidad
mitocondrial transitoria) y de Na*, que termina desestabilizando el
equilibrio osmético de la célula y rompiendo la membrana plasmatica.?

La apoptosis deriva del estrés oxidativo y nitrosativo que genera NO vy
RONS siguiendo varias vias:

e Enelreticulo endoplasmatico aumenta la produccidn de proteinas
chaperonas.

e Activacion de la permeabilidad mitocondrial transitoria y Ila
consecuente liberacion de citocromo C, que, en presencia de
suficiente ATP, activa las caspasas.

e Como consecuencia del dafio al ADN, se acumula factor inducible
de hipoxia 1a (HIF-1a) e hiperfosforila el supresor tumoral p53, lo
gue aumenta la expresidn del mediador de apoptosis regulado por
p53 (PUMA) y libera citocromo C de la mitocondria.?

e A través de las proteinquinasas activadas por mitégenos,
concretamente p38, que aumenta la actividad de la tensina PTEN
y disminuye la fosforilacién de la quinasa AKT.%

1.4.2. Citoproteccion del NO

Paradéjicamente, a pesar de todo lo descrito hasta ahora, el 6xido nitrico
es capaz de inhibir la apoptosis, principalmente cuando se encuentra en
concentraciones bajas, por diversos mecanismos:

e Inhibicién de la permeabilidad mitocondrial por la via cGMP-

proteinquinasa G.
e Activacidn de la via fosfoinositol-3-quinasa/proteinquinasa B.
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e Inactivacidon de caspasas por S-nitrosilacién de la cisteina
presente en su centro activo.

e Activacion de la via MAP quinasa.

e Activacion de factores NF-kB y AP-1.

e Hiperpolarizacién mitocondrial.

|24

Segln Thomas et al.”*, el NO activa diferentes rutas en funcién de su

concentracion:

[NO] < 1-30 nM: activacidn de guanilato ciclasa.
[NO] = 30 - 100 nM: fosforilacién de Akt.

[NO] = 100-300 nM: estabilizacion de HIF-1a..
[NO] > 400 nM: fosforilacién de p53.

[NO] > 1 uM: produccidn de estrés nitrosativo.

v wnN e

Esto explica la dualidad de comportamiento citoprotector/proapotdtico-
necrodtico.

1.4.3. El NO como neurotransmisor

El papel del NO en el cerebro esta caracterizado por la posibilidad de
comportarse tanto como neurotransmisor postsindptico, como
presindptico retrégrado.

En la via de la neurotransmisidn glutamatérgica, (Imagen 4) una vez el Glu
se une a su receptor en la neurona postsindptica, la concentracién de Ca*?
intracelular sube, lo que aumenta la produccion de NO, este entonces
puede difundir a través del espacio sindptico hasta llegar a la neurona
presindptica, donde activa la ruta del cGMP y las proteinquinasas G, que
fosforilan la sinaptofisina, proceso esencial para la fusién de los granulos
gue contienen Glu con la membrana neuronal presinaptica. Como se
puede apreciar, esto da lugar a un feed-back positivo de neurotransmisién
excitatoria.”®
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Imagen 4. Implicacién del NO en la neurotransmision glutamatérgica.

En la via gabaérgica el NO se comporta como un inhibidor del SNC, a través
de la cascada de sefalizacién de cGMP, modula la actividad de los
receptores NMDA, que aumentan la liberacidn de GABA en las neuronas
corticales y estriatales.?®

La capacidad de comportarse como un neurotransmisor excitatorio y
como un potente vasodilatador, convierten al NO en una pieza clave del
acoplamiento neurovascular, agrandando el didmetro de los vasos
sanguineos, como respuesta a la alta demanda metabdlica de las neuronas
activadas, y favoreciendo la liberacién al espacio sindptico de mas
neurotransmisor, lo que permite mejorar la plasticidad neuronal.?”
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1.5. Regulacién de la actividad

Como hemos podido comprobar, el NO se ve involucrado en una gran
cantidad de procesos bioldgicos complejos, por lo que su regulacién es
clave para el correcto funcionamiento del organismo.

Debido a su alta promiscuidad por todo tipo de dianas y corto periodo de
vida media, nuestro organismo solo es capaz de regular su actividad a nivel
de la NOS.

En el caso de la isoforma inducible, al ser mucho mas eficiente que las
constitutivas, las regulaciones son principalmente a nivel de la expresion
de la propia proteina, por mecanismos transcripcionales y post-
transcripcionales.

A continuacién, detallaremos las regulaciones que afectan principalmente
a las isoformas constitutivas.

1.5.1. Feedback negativo

En primer lugar, debemos fijarnos en la propia regulacién que ejerce el NO
sobre la NOS.

Al poseer un grupo hemo involucrado en la catdlisis del sustrato, la NOS es
sensible a la alta estabilidad de los complejos ferroso-nitrosilo [Fe (I1)-NO],
que implican una considerable reduccion de la eficiencia enzimatica. Este
freno en el ciclo oxidativo del hierro puede alcanzarse desde el estado
basal de Fe (lll), al ser atacado por NO" o por la reduccidn del intermedio
Fe (I11)-NO.

Para revertir este estado inactivo, el Fe (II)-NO debe reaccionar con O,
volviendo al estado inicial de Fe (lll), liberando como subproducto NOs'. La
cinética de esta reaccidn esta relacionada con la isoforma en la que se
produce, siendo mucho mas rapido en iNOS que en las constitutivas. Esto
podria deberse a la presencia de una serie de aminoacidos (sobre todo Trp
y Tyr), capaces de generar enlaces de hidrégeno con ligandos del grupo
hemo, que estabilizan el complejo nitrosilado.*

1.5.2. Calcioy CaM

La CaM, como ya mencionamos anteriormente, cumple un papel
importante en la dimerizaciéon de la enzima, por lo que los niveles de
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calcio, que permiten el cambio conformacional en esta proteina, influyen
mucho en la actividad que presentan las isoformas constitutivas. Las
isoformas neuronal y endotelial poseen una secuencia de 40 a 50
aminoécidos en el dominio reductasa, la cual ha sido descrita como un lazo
auto-inhibitorio.?

1.5.3. Fosforilaciones

La actuacidn de proteinquinasas sobre las isoformas de la NOS puede dar
resultados variados.

En eNOS, la fosforilacion esta relacionada con la regulacion a largo plazo
de la enzima. Es posible encontrar aminoacidos que al fosforilarse
aumenten la actividad (Tyr81, Ser633 y Ser1177), dificultando la actuacién
del lazo auto-inhibitorio y permitiendo a la enzima trabajar a niveles de
Ca?* intracelulares mucho més bajos. Sin embargo, las fosforilaciones en
Tyr657, Ser114 y Thr495 atenuan la actividad por efectos opuestos a las
anteriores.!

Para nNOS, la fosforilacion mds importante es la de Ser847, que conduce
a un descenso de la actividad de esta isoforma.

También es posible la fosforilacion de CaM, que favorece la conformacién
en la que se une a las isoformas constitutivas de la NOS.®

1.5.4. Proteina inhibidora de NOS

La proteina inhibidora de la NOS (PIN), compuesta por 89 aminoacidos que
se disponen como una cadena ligera de miosina y dineina, como su propio
nombre indica, es capaz de inhibir a la isoforma neuronal de la NOS,
impidiendo la dimerizacién de mondmeros y favoreciendo la disociacion
de dimeros. El sitio de unién de este modulador se encuentra en el
extremo N-terminal de cada mondmero, y una sola PIN es capaz de unirse
a dos subunidades NOS.*

1.5.5. Proteinas de shock térmico 70y 90
Estas proteinas, conocidas como Hsp70 y Hsp90 por sus siglas en inglés,
han sido identificadas como moduladores de la actividad de las isoformas

neuronal e inducible. Ambas se unen al dominio oxigenasa de la NOS, pero
provocan efectos contrapuestos.
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En el caso de Hsp70, aumenta la ubiquitinacién de la proteina
favoreciendo la degradacién de la misma, lo que disminuye la produccion
de NO; mientras que Hsp90, la cual se activa por el factor endotelial de
crecimiento, la histamina o el estrés celular, reduce la ubiquitinacién de la
proteina y aumenta hasta tres veces la produccién de NO.3 31

1.5.6. Kalirinina

La kalirinina es una proteina expresada preferentemente en neuronas, y
es capaz de interaccionar con los primeros 70 aminodcidos de iNOS para
impedir su dimerizacidn y promover su protedlisis. Esto le confiere un
papel importante como neuroprotector en procesos inflamatorios del
SNC.'®

1.6. Trastornos neurodegenerativos

El término de trastorno neurodegenerativo engloba todas aquellas
enfermedades que implican un deterioro progresivo e irreversible de Ia
estructura y funcién neuronal.

Los mecanismos que pueden conducir a esta situacion patoldgica son muy
diversos: acumulacién de proteinas andmalas en el espacio intracelular o
extracelular, pérdida de excitabilidad neuronal, apoptosis y necrosis de
neuronas.

A nivel sintomatico aparecen perdidas de memoria, desorientacion,
alteraciones psicolégicas y déficits en la capacidad cognitiva y motora, mads
alld de lo que podria considerarse consecuencia del propio paso del
tiempo.

Algunos ejemplos de estos procesos son las enfermedades de Alzheimer
(EA), Parkinson (EP) y Huntington (EH), las paralisis cerebrales y los

accidentes cerebrovasculares (ACV).

En este apartado se recopilan las posibles influencias que el NO pudiera
tener en las principales patologias.

1.6.1. Neuroinflamacion
En primer lugar abordaremos un proceso comun a la mayoria de

enfermedades neurodegenerativas, y detectable incluso en la fase
temprana de las mismas: la neuroinflamacién.3?
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1.6.1.1.  Patologia

La neuroinflamacién es un proceso coordinado de respuesta celular frente
a potenciales peligros y dafios en el tejido cerebral. Se caracteriza por la
liberacién de sustancias pro-inflamatorias como citoquinas, proteasas y
radicales libres.

Si tiene lugar de forma controlada, ayuda a la recuperacion del tejido y
mantiene el cerebro en condiciones saludables. Sin embargo, este mismo
proceso, en ausencia de una regulacion adecuada puede llegar a
cronificarse, induciendo dafios colaterales, disfuncién neuronal y
finalmente la muerte de las neurona afectadas.

La reducida capacidad de regenerar compuestos antioxidantes y el gran
nimero de reacciones capaces de producir sustancias oxidativas,
convierten al cerebro en un drgano muy sensible al estrés oxidativo. La
escasa capacidad de combatir a los agentes oxidantes se hace patente al
comparar los bajos niveles de glutatién (GSH) en el cerebro frente al resto
del organismo, y la moderada capacidad que las enzimas antioxidantes
(catalasa, superdxido dismutasa y GSH peroxidasa) presentan en este
tejido. En el otro lado de la balanza, las reacciones capaces de generar
estrés oxidativo se ven favorecidas por los altos niveles de acido ascdrbico,
la alta concentracién de metales de transicidon (Cu y Fe) y la enorme
cantidad de metabolismo aerébico que tiene lugar en el cerebro.

1.6.1.2.  Relacién NO y neuroinflamacién

En la gran mayoria de los factores que influyen en la neuroinflamacién, el
NO esta implicado de forma directa o indirecta.

En primer lugar, la liberacion de NO desde las células microgliales
activadas provoca un bloqueo de la recaptacién de glutamato, lo que
aumenta su concentracidn en el espacio sindptico y activa los receptores
NMDA, que, como mencionamos anteriormente, termina derivando en
procesos de excitotoxicidad.

La sobreexpresién de iNOS que se produce también en células gliales
activadas por NF-kf3, conduce a un gran incremento de todos los derivados
ROS y RNS, contribuyendo asi a la neuroinflamacion.?*
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1.6.2. Enfermedad de Alzheimer

La EA estd reconocida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
una prioridad global para la salud publica.®

A pesar de que esta enfermedad se descubriera en 1907 por Alois
Alzheimer, a dia de hoy, su agente etiolégico estd todavia por determinar.
Sin embargo, existen numerosos estudios acerca de las alteraciones
fisioldgicas, sintomas, evolucion, epidemiologia y factores que pueden
influir en su aparicion.

1.6.2.1. Patologia

Los cambios fisiopatoldgicos mas destacables en EA son el desarrollo de
placas peptidicas [B-amiloides en el exterior de las neuronas y la
acumulacién intracelular de ovillos neurofibrilares, derivados de la
hiperfosforilacién de la proteina tau.®

Las placas amiloides son acumulaciones extracelulares compuestas
principalmente por dos tipos de proteinas plegadas de forma andmala:
APB40y AP42, en funcién de si tienen 40 6 42 aminodcidos. Ambas resultan
ser subproductos del metabolismo de otras proteinas amiloides. Estas
placas se caracterizan por formar facilmente hebras que disminuyen
drasticamente su solubilidad.®

Los ovillos neurofibrilares se forman a partir de un par de filamentos
helicoidales resultantes de la hiperfosforilacién de la proteina tau,
sirviendo su acumulacidn intracelular para valorar la severidad de la EA.

Segln la hipdtesis amiloide, la mds aceptada para el origen de la
enfermedad, todo comienza con un problema en el metabolismo de las
proteinas amiloides, que conlleva un desequilibrio entre la producciony la
eliminacién de APB42. Estos oligdmeros se van asociando formando fibras,
y con el tiempo pasan a ser placas difusas que comienzan a reducir la
eficacia de la transmisién sindptica. A continuaciéon, una activacién de la
microglia y los astrocitos da lugar a una respuesta inflamatoria que genera
dano oxidativo. La sinergia de la sinapsis mermada y el estrés oxidativo
alterarian la actividad de las quinasas y fosfatasas para aumentar la
fosforilacién de la proteina Tau, generando los ovillos neurofibrilares. Esto
conduciria finalmente a la muerte celular y, por tanto, a una pérdida
masiva de neuronas y sinapsis que, a nivel macroscoépico, se aprecia como
atrofia de la materia blanca.®
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La aparicidn de los primeros sintomas de EA podria comenzar hasta 20
afios después de las primeras alteraciones neuronales que provoca la
enfermedad, pasando completamente desapercibida para los pacientes.?’

1.6.2.2. Epidemiologia

El estudio epidemioldgico de esta enfermedad va ligado al de la demencia,
debido a que, actualmente, la Unica forma definitiva de saber si un
enfermo padece EA, es a través de un examen post-mortem de las lesiones
en el cerebro.®® Aun asi, en torno al 60-70% de los casos de demencia estdn
provocados por EA.

A nivel mundial alrededor de unos 50 millones de personas estdn
afectados por la demencia, apareciendo 10 millones de casos nuevos cada
afo. Con el envejecimiento de la poblacidn y el aumento de la esperanza
de vida previstas (sobre todo en los paises en vias de desarrollo), se estima
gue la cifra de afectados por esta enfermedad alcance los 82 millones en
2030y 152 millones en 2050.%

El impacto social y econdmico de este tipo de enfermedades que terminan
siendo altamente incapacitantes es bastante elevado, al afectar también
al entorno mas cercano del enfermo. Sélo en el afio 2015 supuso 818 mil
millones de ddlares en todo el mundo, igual al 1.1% del producto interior
bruto global.*®

Centrandonos en la poblacion mayor de 65 afios (el grueso de los
afectados por EA), la media de la prevalencia a nivel mundial oscila entre
el 5y el 8%, en los paises europeos es del 5.05%, pero al fijar el foco en el
sur de Europa (Espafia, Italia, Grecia) aumenta hasta el 6.88%.%°

1.6.2.3.  Factores genéticos

Se estima que un 70% del riesgo de desarrollo de EA esta ligado a factores
genéticos®, no obstante, ninguno de los genes que se mencionaran a
continuacion es imprescindible ni suficiente para la aparicién de Ia
enfermedad. Cabe destacar también la alta variabilidad entre diferentes
grupos étnicos, siendo los mas estudiados los caucasicos.

Aunque a nivel clinico son indistinguibles, para los estudios a nivel
genético se realiza una divisién entre los enfermos que presentan
sintomas antes de los 65 afios, o enfermedad temprana, y los que
presentan una aparicion tardia.
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La apariciéon temprana supone menos del 9% del total de enfermos*’, pero
presentan una progresion mucho mads acelerada y una transmisidn
hereditaria de tipo mendeliano autosémica dominante. Destacan tres
genes (APP, PSEN1 y PSEN2) que codifican proteinas relacionadas con la
formacién de las placas B-amiloides y el metabolismo de las proteinas
amiloides.

Sin embargo, en la aparicidn tardia de la enfermedad, los genes que se ven
alterados con mayor prevalencia no se transmiten segun las normas
mendelianas: parientes de primer grado de pacientes con aparicion tardia
de EA pueden tardar en desarrollar la enfermedad el doble que otras
personas. El primer gen descubierto con implicacién en el riesgo de
desarrollo de EA fue APOE (apolipoproteina E). Esta proteina puede estar
codificada por dos copias de tres alelos distintos: APOE€2, €3 y €4. Poseer
una copia de APOEg4 aumenta de dos a tres veces el riesgo de desarrollar
EA, mientras que poseer las dos lo multiplica por cinco. Ademas, la
presencia de cada una de las copias de APOEg4 en el genoma adelanta la
aparicion de los sintomas en 6-7 anos. A lo largo de la primera década del
siglo fueron apareciendo nuevos genes implicados en el riesgo de
aparicion de EA, se pueden englobar en tres rutas principales:

- Respuesta inmunitaria: CR1, CD33, MS4A4A, HLA-DRB5/DRB1.

- Procesado de los precursores de las proteinas amiloides: APP,
BIN1, PICALM, CASS4.

- Metabolismo lipidico: CLU, SORL1, PKT2B.

1.6.2.4.  Factores no genéticos

En este grupo incluimos los factores ambientales relacionados con la EA 'y
todas las patologias que puedan influenciar su aparicion.

Al igual que los factores genéticos, se trata de un grupo muy diverso y
heterogéneo en el que ninguna condicidon es suficiente o necesaria para
que la EA comience.

Los accidentes cerebrovasculares favorecen la aparicién de cualquier tipo
de enfermedad relacionada con la demencia, al generar tanto un dafio
directo a la materia blanca del cerebro, como la hipoxia secundaria en la
zona del tejido cerebral afectado.
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La hipertensidon durante las edades comprendidas entre los 40 y 60 anos
podria comprometer la integridad de la BHE, facilitando la penetracion de
proteinas y dafiando las neuronas en ultima instancia.

Padecer diabetes tipo 2 aumenta hasta el doble el riesgo de desarrollar EA
de aparicién tardia. Esto es debido a que la enzima que se ocupa de
degradar la insulina (IDE), es también la encargada a nivel cerebral de
retirar el exceso de péptidos B-amiloides. Ademas, la insulina a nivel
cerebral tiene el efecto directo de hiperfosforilar la proteina tau.

La relacién entre el consumo de tabaco y la EA estd sometida a una gran
controversia, puesto que hay estudios que muestran que ejerce un efecto
protector, defendiendo que la nicotina incrementa la respuesta de los
receptores nicotinicos, reestableciendo asi los déficits colinérgicos que
aparecen en EA*; otros estudios, sin embargo, se basan en los efectos
nocivos que ejercen el estrés oxidativo y la desregulacién del sistema
inmunitario® y, por dltimo, también estdn aquellos que no aprecian
relacién alguna entre fumary EA.*3

En el caso del alcohol, numerosos estudios no consiguen establecer una
relacion clara con EA, al ser facilmente confundible con la propia demencia
derivada del alcoholismo.** 44

Los traumatismos craneoencefalicos recurrentes han demostrado
aumentar los casos de demencia, debido a una acumulacién en el tejido
cerebral y liquido cefalorraquideo de proteina tau, las proteinas amiloides
y sus precursores.®

Un estilo de vida saludable estd asociado con un efecto protector frente a
EA. Este efecto se muestra en cualquier etapa de la vida, siempre que
incluya ejercicio moderado, una dieta rica en pescados y verduras, no caer
en indices de masa corporal extremos y se estimulen con frecuencia las
actividades intelectuales. ¥

1.6.2.5.  El papel del NO en la EA*®
A pesar de la complejidad de esta enfermedad, cada una de las 3 isoformas
de la NOS se ha postulado como un factor importante en el avance o
prevencion de la EA.

Los efectos celulares del NO mds importantes para esta patologia son:

Ser mensajero a través de la via guanilatociclasa-cGMP.
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La formacién de peroxinitritos.
S-Nitrosilar residuos de cisteina en proteinas.
Nitracién de tiroxina en proteinas.

Qué ruta desencadena el NO depende de qué isoforma lo genera, el
microambiente celular en el que se libera, incluyendo el estado redox, los
metales de transicion presentes, e incluso la localizacién dentro de la
propia célula.”’

A través de la via de cGMP, el éxido nitrico se comporta como un
neuroprotector, principalmente por la vasodilatacién que provoca,
incrementando el flujo de sangre que llega a las neuronas, reduciendo el
estrés oxidativo que la propia molécula pueda generar, y disminuyendo el
exceso de la respuesta a Ca*? en sinapsis glutaminérgicas a través de la
inhibicién de NMDA.

Unos niveles altos de NO dan lugar a que reaccione con el anién
superdxido formado como subproducto en la respiracién celular, dando
lugar al anién peroxinitrito (ONOO), un oxidante altamente reactivo y
citotoxico que aumenta el estrés oxidativo de la célula.

Este anidn es, a su vez, responsable de las otras dos rutas: S-nitrosilacién
de cisteina y nitracién de tiroxina, ambos marcadores moleculares de la
EA. Se teoriza incluso que ONOO" seria capaz de interrumpir la via de
sefalizacion de cGMP, pero debido a la corta vida media de las dos
especies implicadas (< 3s para NO y < 1s para ONOO) la determinacién de
las concentraciones in situ es muy complicada.

En el citosol de la neurona postsindptica, junto a los receptores NMDA,
cuando se une el glutamato se produce un aumento de iones Ca*?, esto
desencadena la activaciéon de la nNOS para producir NO, el cual se
comporta como mensajero retrégrado que, en la neurona presindptica,
provoca una despolarizacién de la membrana y libera mas glutamato
(feedback positivo).

En la EA, el problema aparece cuando el organismo trata de compensar la
pérdida de receptores NMDA con mayores cantidades de NO para liberar
mas glutamato, aumentando la probabilidad de formarse ONOO"y generar
dafio oxidativo.® Ain no se ha aclarado cémo el NO aumenta la
excitabilidad de las neuronas presindpticas y media la liberacion de mas
neurotransmisores en un sistema patoldgicamente saturado, pero se
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teoriza con que estdn involucrados canales de transporte idnico,
presumiblemente de potasio Kv7.%

La respuesta inmune e inflamatoria a la formaciéon de las placas [-
amiloides provoca que los niveles de iNOS estén aumentados en microglia
y astrocitos, abriendo la posibilidad de que el NO forme ONOO". De hecho,
tanto la utilizacién de ratones transgénicos que no expresaban la iNOS,
como el uso de inhibidores selectivos de iINOS en modelos de EA,
mostraron menos efecto neurotéxico.

Otra de las conexiones entre NO y EA es la tendencia de presinilina-1 a
formar mas AB-42 cuando aparece nitrotirosina en su estructura, de la
misma forma que ocurre en EA de aparicién temprana con las mutaciones
en PSEN-1.

En un estudio del 2012, células SH-SY5Y capaces de expresar la proteina
tau, fueron sometidas a altas concentraciones de NO. En ellas se consiguié
aislar macroagregados de proteinas en los que no existia fosforilacidon
alguna de la proteina tau. La estabilidad de estos conglomerados proteicos
se debia a la formacidn de puentes disulfuro entre proteinas N-
nitrosiladas. Estos macroagregados se comportarian como semillas de
nucleacion para formar ovillos neurofibrilares capaces de propagar la
muerte neuronal, no solo en la célula que los produce, sino también en
aquellas que los adquieren por endocitosis.*®

1.6.3. Enfermedad de Parkinson

Entre los trastornos del movimiento, el Parkinson es el mas comun. Esta
enfermedad fue descrita por James Parkinson en 1817, que, tras la
observacién de solo 6 pacientes, fue capaz de perfilar a grandes rasgos los
sintomas y evolucion de este desorden neuronal.

Al igual que en la EA, no existe una causa especifica para el desarrollo de
la EP, a pesar de ello, existe mucha informacion en relacién al curso,
desarrollo y factores que influyen en ella.

1.6.3.1.  Patologia
Esta enfermedad, para la que a dia de hoy no existe una cura, tiene un

caracter crénico y degenerativo. Los principales sintomas que presenta se
podrian resumir en:
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e Tremor: temblor o agitacion de las extremidades, la mandibula y/o
la cara. Se perciben mejor cuando el enfermo esta en reposo y se
mitigan cuando el movimiento es voluntario.

e Rigidez: los musculos, con el avance de la enfermedad, tienden a
guedarse en el estado contraido.

e Bradiquinesia: movimientos excesivamente lentos.

e Problemas posturales y pérdida del equilibrio como consecuencia
de todos los sintomas anteriores.

En fases mas tardias de la enfermedad aparecen problemas en el habla, la
deglucidn y el suefio.

Esta enfermedad neurodegenerativa se caracteriza por una pérdida
masiva de neuronas dopaminérgicas en una regidn especifica del cerebro:
la parte compacta de la sustancia negra (pcSN). Las neuronas restantes
presentan cuerpos de Lewy, aglomerados de proteinas nitrosiladas,
fosforiladas y unidas a ubiquitina, que se encuentran envueltos por un
halo de sinucleina-a, los cuales disminuyen la eficiencia de las neuronas.
Aungque la presencia de estas alteraciones es el diagndstico diferencial de
la enfermedad, solo es posible observarlas en un examen postmortem.*

La deficiencia de dopamina resultante en los ganglios basales es la que
provoca los sintomas motores. Es por ello que los tratamientos utilizados
en esta enfermedad giren en torno a paliar el déficit dopaminérgico.

1.6.3.2. Epidemiologia

En paises industrializados la EP afecta al 0.3% de la poblacién, este
porcentaje se eleva hasta el 1% en los mayores de 60 afios y tiene una
prevalencia mucho mayor en hombres que en mujeres.

Con los datos del afio 2015, cuando el nimero de enfermos estaba
alrededor de 6.9 millones, se realizd un estudio de la proyeccién de la
enfermedad en los siguientes 25 afios. Su resultado arrojo unas cifras poco
prometedoras, ya que en 2040 el nimero de afectados se duplicard hasta
los 14.2 millones a nivel mundial.>® En Espafia, con los datos del afio 2005,
se estimé que pasariamos de 0.26 a 0.40 millones en 2030.%!

El aumento de la esperanza de vida, junto con los avances terapéuticos y
diagndsticos para la EP, son los responsables, tanto de las estimaciones
anteriores, como de que la tasa de crecimiento para esta enfermedad
actualmente esté por encima de la del Alzheimer.>?
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1.6.3.3.  Factores de riesgo

El riesgo de desarrollar EP depende de un amplio abanico de factores
genéticos y ambientales.*

Entre los genéticos destacan las mutaciones en SNCA, que codifica la
sinucleina-a, las mutaciones en LRRK2 y parkin, que son las mas comunes
en los casos de EP heredada de forma dominante y recesiva,
respectivamente, y, por uUltimo, las mutaciones en GBA, gen que expresa
B-glucocerebrosidasa. Mutaciones en este Ultimo gen suponen el mayor
factor de riesgo para la EP.

En el caso de los factores ambientales, la exposicién a pesticidas, los
traumatismos encefdlicos, el uso de B-bloqueantes y vivir en entornos
rurales aumentan las probabilidades de desarrollar EP, mientras que el
consumo de tabaco, café y alcohol, paraddjicamente, las reducen.

1.6.3.4. El papel del NO en EP

Partiendo del modelo de evolucién de la enfermedad, pueden obtenerse
evidencias de que existe una respuesta inflamatoria crénica en las
neuronas dopaminérgicas de la pcSN. Esta situacion podria
desencadenarse debido a la activacion de la microglia y astroglia,
involucrando al NO. A continuacién enumeraremos algunos de los motivos
que sustentan esta teoria.

En modelos de la enfermedad inducidos por LPS o 6-hidroxidopamina en
la pcSN, se ven favorecidas la via apoptética mitocondrial del NO y la
sobreexpresién de iNOS.>3

En los leucocitos polimorfonucleares que aparecen en pacientes de EP, se
ha detectado una sobreexpresion de nNOS y un incremento de la
concentracion de peroxinitritos.>

La formacién de los agregados de sinucleina-a. estd relacionada
directamente con la concentracidon de peroxinitritos y otros ROS, su
presencia en las neuronas dopaminérgicas contribuye a la deplecién de
ATP, activacién microglial y aumento de la muerte celular.>®

En el examen post mortem de cerebros de pacientes con EP fueron
detectadas citoquinas inflamatorias (TNF-o. e IL-6 ) relacionadas con NO.>®
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La proteina parkin, la cual ejerce una funcién protectora en el cerebro al
reprimir la transcripcién de p53, en concentraciones patolédgicas de NO,
sufre de S-nitrosilaciones, lo que se traduce en una mayor adicion de
ubiquitina a su estructura e interferencias con su normal
funcionamiento.”’

1.7. Otras patologias

Mas alld de las enfermedades que provoca a nivel del SNC, las
caracteristicas como segundo mensajero del NO, unido a la ubicuidad de
vasos sanguineos dentro de nuestro cuerpo, y la capacidad de cualquier
célula del organismo para expresar iNOS, convierten al éxido nitrico en un
potencial responsable de diversos desequilibrios metabdlicos.

El papel clave que juega el NO en la regulacién de la constriccion vascular,
hace que, la regulacién de eNOS sea un punto susceptible de alteraciones
en tension arterial, gasto cardiaco, irrigacién de tejidos y agregacidn
plaguetaria. En consecuencia, la sobreexpresién de eNOS en el endotelio
vascular desencadena estrés oxidativo, que favorece el avance de la
arteroesclerosis, inflamacién de tejidos anexos y disfuncién endotelial.>®
Por el contrario, la inhibiciéon de esta isoforma, impide la relajacion del
tejido muscular liso en los vasos sanguineos, que inevitablemente provoca
un aumento de la tension arterial.>® Este fenémeno puede observarse
especialmente como efecto secundario en tratamientos experimentales
con inhibidores de la NOS.

El NO que produce la iNOS esta estrechamente ligado con la respuesta
inmunitaria. Sus cualidades citotdxicas, pro-inflamatorias y moduladoras
de la respuesta inmunitaria adaptativa, lo involucran frecuentemente en
patologias derivadas de fallos en el sistema inmunitario.®® Algunos
ejemplos serian asma, artritis, colitis, desarrollo de tumores, rechazo de
trasplantes o shock séptico.®

1.8. Antecedentes quimicos

La implicacion de la NOS en todos los procesos neurodegenerativos
anteriormente mencionados abrié todo un nuevo campo para luchar
contra este tipo de enfermedades.
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El desarrollo de inhibidores potentes y selectivos de las isoformas
neuronal e inducible dio lugar a una amplia variedad de compuestos con
mecanismos de accién muy diferentes entre si.

Siguiendo la clasificacion propuesta por Mukherjee et al.?? y Minhas et
al.®3, se distinguen las siguientes familias de inhibidores:

1.8.1. Inhibidores competitivos del sustrato
1.8.1.1. Inhibidores andlogos de L-arginina

Los andlogos de la L-Arg fueron los primeros en desarrollarse, su
mecanismo de accidn se basa simplemente en competir directamente por
el sitio de unién a la enzima, bien sea en su fase inicial o en el intermedio
oxidado L-NOHA (ver Fig. 1, pag. 4).

Las primeras aproximaciones a inhibidores de la NOS fueron
modificaciones de la estructura de la propia L-Arg.

La N-nitro-L-arginina o L-NA 15 (Fig. 4) tiene una K; = 15 nM sobre nNOS
bovina®, no se metaboliza demasiado rapido y es capaz de atravesar la
BHE rapidamente. El derivado con metil éster, también conocido como L-
NAME 2%, es mds potente, posiblemente por una mejor biodisponibilidad.
El problema que tienen ambas es la falta de selectividad, conduciendo a
una inhibicién no deseada de eNOS, lo que conllevaria casos de
hipertensidn si se administrase a nivel sistémico®®.
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Figura 4. Andlogos de L-Arg.

A diferencia de otras modificaciones en la estructura, la alquilacién del
resto guanidinico mantiene la actividad inhibitoria. La N*-metil-L-arginina
o L-NMA 3%, tiene la capacidad de acumularse en el tejido cerebral de
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ratas® y mitigar migrafias en ensayos clinicos con humanos®. Sin
embargo, mantiene el efecto adverso de la hipertensidon. Al aumentar la
longitud de la cadena, como en la N®-propil-L-arginina 47°, la selectividad
frente a iINOS mejora considerablemente y de forma mas sutil frente a
eNOS.

Al sustituir uno de los nitrégenos por azufre aparece la familia de las
tiocitrulinas, las cuales son mas selectivas frente a eNOS pero apenas
difiere su potencia ente iINOS y nNOS, destaca entre ellas la S-
metiltiocitrulina o L-MIT 5’1, Sin embargo, las caracteristicas fisico-
guimicas asociadas a estas estructuras, tales como basicidad, polaridad y
capacidad para generar enlaces de hidrégeno, reducen su capacidad de
atravesar membranas celulares, especialmente la BHE, al no poseer
ningun mecanismo de transporte activo’?.

1.8.1.2. Inhibidores basados en dipéptidos o peptidomiméticos

Esta familia de inhibidores tiene como caracteristica comun basarse en un
analogo de la L-arginina para desarrollar estructuras de mayor tamafio a
partir de ellas.

Los dipéptidos derivados de la isotiocitrulina con sustituyentes
hidrofébicos y voluminosos resultaron tener preferencia a la hora de
inhibir la iNOS, mientras que aquellos con sustituyentes mds pequenos
inhibian mejor la nNOS”3, dando una primera idea de las diferencias en el
tamanio del bolsillo para el sustrato en cada una de las isoformas.

Partiendo de los nitroderivados de la arginina L-NA y L-NAME, se
desarrollaron dipéptidos como D-Phe-D-Arg-NO,-OMe 674, el cual inhibe
nNNOS con K de 2 uM y es ~1800 veces mas selectivo sobre nNOS que iNOS
(Fig. 5). De entre todos los dipéptidos sintetizados, aquellos que
combinaban aminodcidos con grupos nitrogenados basicos (L-Lys y L-His)
resultaron ser potentes inhibidores nNOS, Ki=1,7 uM para 7y Ki=0,13 uM
para 8. A esto se anadia el hecho de que acortar las cadenas laterales en
uno o varios carbonos aumentaba la selectividad de nNOS frente a otras
isoformas, obteniendo asi valores de 2765 nNOS/iNOS para 7 y 1538
nNOS/eNOS para 87°. A pesar de ello, estas moléculas estdn sometidas a
muchas limitaciones para su administracion sistémica: el gran nimero de
grupos ionizables puede hacer aparecer mdultiples cargas, el enlace
peptidico presente en estas moléculas es bastante labil y ademas todas
ellas presentan una baja biodisponibilidad oral’®.
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Para mejorar estas deficiencias se desarrollaron los derivados 9, 10 y 11,
los cuales restringen el nUmero de conformaciones que estos inhibidores
pueden adoptar, refuerzan los enlaces entre aminoacidos mediante la
reduccion de las amidas’’, e introducen grupos lipofilicos para mejorar el
paso a través de las membranas celulares. Otra caracteristica que se
implementod fue la introduccion de un grupo hidroxilo terminal en lugar de
una amina, aumentando la potencia inhibitoria en un orden de magnitud.
Esto hacia vislumbrar la importancia de las interacciones electrostaticas
sobre enlaces de hidrégeno en el centro activo de la enzima. Posteriores
ensayos cristalograficos’® demostraron que esta modificacidn establecia
un enlace anidnico con Asp597 en nNOS de rata (Asp602 en humanos),
mientras el resto nitroguanidinico interaccionaba con Glu592 (Glu597 en
humanos). En eNOS el lugar Asp597 esta ocupado por Asn368, lo que
explicaria la alta selectividad por la isoforma neuronal.
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Figura 5. Derivados peptidomiméticos.

El compuesto 11 fue sometido a un test para evaluar su eficacia frente a la
paradlisis cerebral, el modelo de estudio se llevé a cabo en fetos de conejos,
donde se inducia un dafio por hipoxia en el Utero de la madre’. Este
dipéptido, derivado de N®-nitro-L-arginina, con un anillo aromatico vy el
enlace amidinico reducido, protegid el cerebro de los fetos de rata y
disminuyd el nimero de muertes de manera dosis-dependiente, cuando
se administrd via intrauterina®®.
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1.8.1.3. Inhibidores basados en modelos computacionales

Una vez estuvieron disponibles las estructuras cristalinas de las tres
isoenzimas de la NOS, el estudio del farmacdforo fue posible a través de
los métodos de “anclaje plastico”®!, “encaje inducido” y “campos de
interaccién molecular” (MIF).%2

Estas aproximaciones computacionales permitieron determinar las partes
de la molécula claves para ofrecer una maxima potencia inhibitoria y
buena selectividad entre isoformas.

Los MIF comprueban todo tipo de interacciones: estéricas, hidrofdbicas,
electrostaticas y enlaces de hidrégeno (tanto grupos dadores como
aceptores), en todo el entorno del centro activo de la enzima. Para la nNOS
las interacciones predominantes resultaron ser las hidrofébicas y las
electrostaticas.

A partir de inhibidores conocidos de la nNOS como las 2-aminopiridinas®,
las quinazolinas®* y los derivados dipeptidicos’®, unidos a programas de
intercambio de fragmentos como GRID o MCSS, se llegd a la minima
expresion del farmacéforo para las relaciones de estructura-actividad
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H,N HN HN
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Figura 6. Derivados de 2-aminopiridina.

La familia de las pirrolidinometil-2-aminopiridinas fue el resultado de los
estudios computacionales anteriormente mencionados. El compuesto
12%° mostré Ki = 388 nM sobre nNOS, 1000 veces mas selectivo
nNNOS/eNOS y 150 nNOS/iNOS. A partir de este, se buscé mejorar la
lipofilia para conseguir moléculas con mejores caracteristicas
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farmacocinéticas, como enmascarar la amina secundaria con grupos aril-
alquilo, apareciendo asi los compuestos 13 y 14 (Fig. 6).

En este punto comienza a cobrar importancia la estereoquimica, puesto
que los diferentes isdmeros adoptan conformaciones distintas dentro de
la enzima.

En la unidon “normal”, el resto de aminopiridina interacciona con el
glutamato presente en el centro activo Glu592, mientras la cola aromatica
gueda orientada hacia un bolsillo lipofilico, formado por Leu337, Met336
y Tyr706 (Imagen 5a).

En cambio, en la disposicidn invertida, la aminopiridina va al bolsillo
hidrofébico para formar un puente idnico con un propionato del grupo
hemo y el anillo arilico se coloca en paralelo sobre el grupo hemo, esto se
debe también a que el residuo de Tyr706 gira para favorecer el
apilamiento ©t cuando el inhibidor esta presente (Imagen 5b).

a. : b.
Aspss?’., AspSQz\,..
wat} §
% E,\Glu592 \‘Glu592

Met336

[

>

Imagen 5. Conformaciones normal (a) e invertida (b) de los diferentes ismeros
de 13.%

Los compuestos 13 y 14 también se ensayaron en el modelo
neurodegenerativo de isquemia inducida en fetos de rata, en este caso
fueron administrados por via intravenosa; ambos mostraron
prometedores signos de neuroproteccién, tanto en la disminuciéon de
defectos motores, como en la ausencia de mortalidad (en el grupo control
ronda el 50%)7°.

A pesar de unos resultados tan prometedores, todos estos compuestos

sufren de los mismos inconvenientes que sus predecesores, como el
poseer varios grupos ionizables, la gran cantidad de enlaces de H que
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pueden formar, la flexibilidad de las cadenas laterales y su alta tPSA (area
de superficie polar total). Las consecuencias son claras: una baja
biodisponibilidad oral y dificultad a la hora de atravesar la BHE'.

Al reemplazar en los anteriores derivados la amina secundaria exociclica
por un oxigeno, se obtuvo uno de los inhibidores de nNOS mas potentes
conocidos hasta la fecha: el compuesto 15%, concretamente el
enantiomero (R,R), que tiene Ki = 7 nM vy selectividad notable, 2667
nNOS/eNOS y 806 nNOS/iNOS. Como todavia se mantenian los problemas
de biodisponibilidad, se decidié fluorar posiciones de la cadena lateral,
apareciendo 16%, donde se mejord el paso a través de membranas
celulares, y 17 (Fig. 7), compuesto cuya vida media en ratas era superior y
la biodisponibilidad alcanzaba el 22% en el enantiémero (R,R)®. En ambos
casos se vieron afectadas ligeramente la potencia y la selectividad.

PP

ol . 11 m o, fi

15 16 17

Figura 7. Derivados avanzados de aminopiridinas.

Estas estructuras requieren de una sintesis con un gran nimero de pasos,
en ciertos casos complejos, a los que después hay que sumar la separacion
de los diastereoisdmeros que generan todos los centros quirales que
poseen. A la hora de simplificar estos compuestos, los modelos
computacionales muestran que incluso pequefias modificaciones
isostéricas pueden afectar en gran medida a la actividad inhibitoria®

1.8.1.4. Inhibidores diméricos de aminopiridina
Los inhibidores que acaban de ser expuestos pueden adaptar dos
configuraciones, en ambas el resto de aminopiridina juega un papel

crucial. En la configuracidn normal emulan la fraccién guanidinica de la L-
Arg creando un puente idnico con Glu592, mientras que en la
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configuracion invertida encajan en el bolsillo periférico formado por
Tyr706, Leu337 y Met336.

A partir de esta informacidn, el grupo de Xue et al.°* desarroll una serie
de compuestos que combinaban dos restos de aminopiridina, ambos
unidos por un espaciador que daba lugar a compuestos simétricos,
capaces de interaccionar con la enzima en los dos puntos antes
mencionados. Destacan 18, 19 y 20 (Fig. 8) como los mas representativos,
siendo 18 el mds potente, con Ki = 25 nM, pero con limitada selectividad,
107 nNOS/eNOS y 58 nNOS/iNOS.

18 19
J
HN" N SN NH, 7 N
N O, A NH,
" 0
NH, NH
20 21
-
z N/ HNQ_O —
TN
S | O, NH, I o~ \
HAN™ N O HNT N
NH 2 NH,
22 23

Figura 8. Derivados diméricos de aminopiridinas.

Para mejorar la selectividad se sintetizaron 21 y 22%° (Fig. 8), estos
conectan los anillos de piridina con andlogos de los anteriores inhibidores.
El mas potente es 22, con una Ki = 38 nM y 1117 veces mas selectivo
nNNOS/eNOS y 619 nNOS/iNOS. En el caso de 21 la potencia es algo menor
(Ki =74 nM), pero es mas selectivo frente a eNOS (2012 nNOS/eNQOS y 132
nNOS/iNOS).

Al optimizar el modelo con anillo de pirrolidina, los intentos de eliminar
centros estereogénicos conllevaron pérdidas de potencia y selectividad,
sin embargo se consiguid alcanzar 23, con Ki = 9.7 nM para nNOS, 693
veces mas afin que por eNOS y 295 veces que por iNOS®2.
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Figura 9. Inhibidores desarrollados por Pfizer.

La farmacéutica Pfizer, utilizando aminopiridina como fragmento clave, se
ha centrado en estructuras simples, generadas a través de bibliotecas de
compuestos®. Un ejemplo es 24 (Fig. 9), que pese a tener una potencia
considerable (ICso = 127 nM en nNOS de rata y 140 nM en nNOS humana),
se trata de un inhibidor bastante promiscuo, afectando también a
receptores de dopamina y serotonina.

La introduccién de un grupo con hibridacién sp? en el extremo distal del
anillo de piperazina disminuye estos efectos negativos y mejora
discretamente la selectividad nNOS/eNOS (hasta 6 veces), resultando el
derivado 25.

En 2004 se mejord la deficiencia de selectividad acortando el anillo de
piperazina a dimetilamina y haciendo mas voluminoso el anillo aromatico
intermedio, como se puede apreciar en 26, que presenta un ciclo de 6
miembros condensado®, y 27 con los restos de etilo y metoxilo®; este
ultimo compuesto es el mejor de la serie, con ICsp = 75 nM y una
selectividad de 220 veces frente a eNOS. No obstante, los ensayos in vivo
mostraron un perfil farmacocinético pobre, que conllevd el cese del
desarrollo de esta familia (Fig. 9).

1.8.1.5. Inhibidores tienoamidinicos o tienocarboximidamidicos

AstraZeneca introduce en sus inhibidores de la NOS un anillo de tiofeno
como bioiséstero de la piridina, manteniendo habitualmente un nucleo
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acetamidinico. Aparece asi como cabeza de serie 28%, un potente
inhibidor nNOS (ICso = 35 nM) con cierta selectividad frente a las otras
isoformas (143 veces frente a iNOS y 100 frente a eNOS) (Fig. 10).

Los ensayos en animales revelaron varias caracteristicas interesantes de
este compuesto:

e Una elevada vida media, que permite mantener hasta 24 horas
después de su administracidon una inhibicidn en nNOS del 50% a nivel
del cerebelo (determinacion ex vivo).

e Reduce un 55% el riesgo de infarto en una semana después de un
accidente cerebrovascular (modelo de isquemia focal en ratas)®’.

e Disminuye significativamente la muerte neuronal durante las 72 horas
posteriores a una isquemia en perros inducida por arresto circulatorio
hipotérmico®.

Al estudiarse cristalograficamente®, las interacciones principales con la
enzima se deben a que el fragmento de tienoamidina mimetiza a la
arginina al unirse con Glu592, mientras la amina secundaria forma un
puente de hidrégeno con el grupo hemopropionato, por ultimo la cadena
espaciadora orienta el clorofenilo hacia el canal hidrofébico constituido
por Tyr706, Leu337 y Met336, a través del cual el sustrato accede al centro
activo de la enzima.
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Figura 10. Derivados tienoamidinicos.
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Sanofi-Aventis contribuye también a esta familia de compuestos con 29,
en este derivado se incluye un anillo de piperidina con una cadena
terminal diclorofenetilica. Sus estudios de docking muestran que es capaz
de alcanzar el bolsillo hidrofébico exclusivo de nNOS, lo que le otorga a
este inhibidor una ICsp = 17 nM frente a nNOS y buena selectividad
respecto a eNOS (1664 veces). Los ensayos in vitro sobre microsomas
hepaticos humanos dieron como resultado una estabilidad metabdlica
baja, con una bioconversion del 32% tras 20 min*®,

NeurAxon desarrolld posteriormente, a partir de la base de tienoamidina,
inhibidores con una porcidén central rigida (formada por anillos fusionados)
y una corta cadena terminal que incluye una amina. Un buen ejemplo es
30'%! (Fig. 10), que presenta potencia in vitro (ICso = 98 nM), eficacia in vivo
(en modelo de dolor neuropatico en ratas), cierta selectividad frente a
otras isoformas (110 veces nNOS/eNOS y 255 veces nNOS/iNOS) y no
interfiere la labor de los principales citocromos. A pesar de ello, presenta
una baja biodisponibilidad oral (18%) y cierta inhibicion de canales de
potasio hERG (ICso = 4.7 uM)*®, lo que podria conllevar arritmias en el caso
de administrarse en humanos®®.

Se fueron introduciendo modificaciones hasta alcanzar 31°%, el cual

mantiene una potencia inhibitoria similar a su predecesor (ICso = 176 nM)
y su perfil seguro frente a los citocromos, pero mejora la selectividad (231
veces nNOS/eNOS y mas de 500 veces nNOS/iNOS), la biodisponibilidad
oral (60%) y reduce los efectos sobre hERG (ICso > 30 uM).
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Figura 11. Derivados tienocarboximidamidicos diméricos.

Siguiendo la misma estrategia que en las aminopiridinas, los laboratorios
Northwestern disefiaron moléculas con doble cabeza de tieno-
carboximidamida® dando lugar a 32 y 33 (Fig. 11), ambos muestran

47



excelente potencia (Ki =5 nM) para nNOS y buena selectividad (alrededor
de 300 veces nNOS/iNOS y alrededor de 500 nNOS/eNOS) en lineas
celulares de melanoma.

Estudios cristalograficos posteriores®* 1% determinaron la importancia de
las interacciones idnicas para la afinidad de este tipo de compuestos con
el centro activo de la enzima, debido principalmente a las cargas presentes
en un Glu, varios restos de Arg y los propionatos del grupo hemo. Este
ultimo es el lugar de anclaje de la cabeza de tienocarboximidamida. Sin
embargo, son sutiles diferencias en interacciones electrostaticas a larga
distancia las que determinan la selectividad por cada isoforma, siendo
clave Asp602 en nNOS y Asn366 en eNOS. En el caso de los derivados
hibridos, el anillo de fenilo (del extremo que no interacciona con el centro
activo) se posiciona junto a Met336 en 32 y Trp306 en 33 (Imagen 6). En
ambos casos el tener una cadena tan voluminosa fuerza al compuesto a
alcanzar esta disposicion.

$602 De00
W306(B)

Imagen 6. Conformaciones preferentes de los compuestos 32 (a) y 33 (b) en
nNOS.104

1.8.1.6. Inhibidores derivados de 1400W

EI 1400W 34% (Fig. 12) es uno de los inhibidores selectivos mas conocidos
de iNOS, y desde su aparicidén se han intentado diversas modificaciones
para transformarlo a un inhibidor nNOS selectivo y reducir la toxicidad que
demostrd en los ensayos clinicos.

GlaxoWellcome (predecesora de la actual Gsk) comenzd por acortar un
metileno de la cadena lateral dando lugar a 35, con Ki =1 pM nNOS y baja
selectividad (10 veces nNOS/iNOS y 33 veces nNOS/eNOS), pero suficiente
para invertir la del compuesto original. La potencia se mejord con 36 (Ki =
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6 nM) y 37 (Ki = 11 nM), aunque la selectividad siguié siendo pobre. Otras
propiedades de 37 son una excelente permeabilidad a través de la BHE y
la capacidad de inhibir a nivel tisular en cerebro de rata in vitro y en
cerebelo in vivo.
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Figura 12. Inhibidores derivados de 1400W.

1.8.2. Inhibidores competitivos de la coordinacién Fe-Hemo

Otra de las aproximaciones a la inhibicidn de la NOS es la coordinacién con
el ion Fe del grupo hemo. Ya en 1993 se estudiaron ligandos como el
imidazol 38, que posee un efecto leve sobre la nNOS (ICso = 200 uM), asi
como sus diferentes derivados monosustituidos, donde destaca 39 con
ICso = 25 uM %7 (Fig. 13). El efecto aumenta si el sustituyente no es muy
voluminoso y no es muy electronegativo, puesto que al retirar densidad
electrdnica se debilita [a unidn Fe-N.

Alargar la longitud de la cadena lateral e incluir estructuras aminoacidicas
mejora la potencia y la selectividad, como ocurre en 40, cuya ICso =19 uM
en nNOS le hace selectivo frente a eNOS e iINOS*,

A partir de otros grupos capaces de coordinarse con el hierro (tioéteres,
tioles, aminas, tiazoles, tiofenos...) se desarrollaron una gran bateria de
compuestos que buscaban este mismo mecanismo. De entre ellos destaca
41 con una Ki = 0.37 uM para nNOS, 185 veces mas efectivo que en eNOS.

Hasta 2009 no se consiguid cristalizar la primera estructura que mostrase

una coordinacién Fe-tioéter en nNOS: el derivado 42.1%° Este estudio
determind que la unién azufre-hierro dependia del estado de oxidacién de
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este Ultimo, teniendo preferencia por Fe*2. Al mismo tiempo, evidencié
gue este tipo de coordinacién apenas ejerce influencia en la potencia de
inhibicién, puesto que compuestos en los que se apreciaban distancias
mayores entre los dos dtomos clave, resultaban ser los mas efectivos in
vivo. En el caso de 42, con una estructura practicamente idéntica a 41,
muestra una constante de inhibicion Ki = 33 uM en nNOS. La potencia en
estos compuestos viene determinada por los enlaces de hidrégeno
generados con otros residuos de aminoacidos circundantes.

O
OH
H Q /_/—?N:'z
N N N
Lo W, L

38 39 40

o) 0
Hj‘J)J\OH Hj‘J)LOH
HN HN
/S\/gNH /\S/\/gNH

41 42

Figura 13. Inhibidores con coordinacién con el grupo hemo.

1.8.3. Antagonistas de BH4

La tetrahidrobiopterina es uno de los cofactores mds importantes para la
biocatalisis de L-Arg por la NOS. Cumple dos funciones: aporta electrones
necesarios para que se produzca el proceso redox y también esta
implicada en estabilizar la dimerizacion de la enzima (imprescindible para
su actividad). Por ello es una diana interesante para el desarrollo de
inhibidores NOS.
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1.8.3.1. Inhibidores duales substrato-BH4

El primer inhibidor descubierto de este tipo fue el 7-nitroindazol 43 (Fig.
14), pese a que in vitro es potente, no presenta selectividad entre
isoformas (ICso = 0.47 uM nNOS de rata, 1Cso = 91 uM iNOS murina y I1Cso =
0.7 uM eNOS bovina)'?, sin embargo, in vivo tiene alta selectividad por la
isoforma neuronal, al no provocar eventos vasoconstrictores tras su
administracién por via intravenosa o intraperitoneal''. Esto es debido a
que solo en nNOS es capaz de inhibir con Ki = 0.12 uM a BHs vy
simultaneamente a L-Arg.

Basandonos en los derivados del imidazol, aparece 44, también conocido
como TRIM, es capaz de inhibir con una potencia similar nNOS e iNOS (ICso
=28.2 uM nNOS de ratén y ICso = 27 uM iNOS de rata) y apenas alterando
eNOS (ICso = 1057.5 uM eNOS bovina)'*%,

Curiosamente, dos de los metabolitos de las catecolaminas en condiciones
de estrés oxidativo (45 y 46)!'%, son capaces de inhibir selectivamente la
isoforma neuronal de la NOS con K =45 uMy 52 uM, respectivamente. La
interaccion dual con L-Arg y BH4 se debe a la cadena lateral de aminoetilo.

OH
\'N HO NH2 HO NH2
N NNy
NO, CF3 &/ HO NO HO NO,

43 44 45 46

Figura 14. Inhibidores duales BHs — L-Arg.

En el ano 2010, una serie de estudios cristalograficos realizados en nNOS
utilizando los inhibidores diméricos de aminopiridinas descritos
anteriormente (pag. 35, Fig. 8)°! revelaron que, ademas de competir en el
centro activo con L-Arg, ciertos miembros de esta familia podian alterar el
lugar de unién de Zn%".1!* Para este tipo de inhibicidn dual, la presencia y
disposicion del N en la cadena espaciadora es clave.

Hay dos posibilidades, en el caso de 18, una de las cabezas de 2-
aminopiridina se coordina con Glu592 y Trp587 por puentes de hidrogeno,
mientras que la otra, gracias a interacciones m-m con Tyr706 y un puente
de hidrégeno con el propionato del grupo hemo permite, de forma
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inesperada, la union de otra molécula de 18 en el sitio de BH4 (Imagen 7).
En primer lugar, el nitrogeno de la piridina central interactua de forma
directa con el dtomo de Zn, lo que provoca un desplazamiento de los
restos de Arg596, Glu592 y Asp600 en el sitio de unidn de BH,, permitiendo
la entrada de un segundo atomo de Zn que estrecha el espacio interfacial
de los dos dimeros de la enzima (solamente apreciable en la isoforma
neuronal).’®

Imagen 7. Dos moléculas de 18 en los lugares de unién de L-Arg y BH4 en
nNOS.11

En 20 (Imagen 8) la situacion cambia al requerirse una sola molécula para
la inhibicion dual. Una de las cabezas de aminopiridina interacciona con
Arg596, mientras que la segunda reemplaza directamente a BH,,
desplazando Trp678 paralelamente a la cadena espaciadora, esto deja
espacio al ion Zn* para coordinarse con Asp600 e His692.
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Imagen 8. Interaccion dual de 20 en los lugares de uniéon de L-Arg y BH, en
nNOS.11

52



1.8.3.2.  Antagonistas exclusivos de BH4

Mimetizar la estructura de la tetrahidrobiopterina 47 (Fig. 15), fue el
primer acercamiento a la inhibicién de la NOS por este mecanismo.

Modificaciones sobre el anillo de pteridina dieron lugar a 48 que presenta
un grupo amino en posicion 4, con I1Csp =1 uM y Ki = 13.2 nM para nNOS.
Estudios REA llevaron a sustituir con cadenas alquilicas el grupo amino
recién introducido y también incluir fragmentos arilicos en posicién 6 para
aumentar la selectividad por nNOS, como muestra 49, con ICso = 3 uM**>,

Un estudio mas detallado de las interacciones hidrofilicas e hidrofébicas
en las posiciones 4, 5 y 6 del anillo de pteridina dieron lugar a 50, de
potencia y selectividad moderada (ICso = 3.68 uM en la isoforma neuronal,
con selectividad 58.2 nNOS/iNOS y 8.62 nNOS/eNOS)**,

El 2-tiouracilo 51, al poseer una estructura similar al nucleo de pirimidina
de la BHs4, es capaz de inhibir nNOS con Ki = 20 uM, pero tiene la
particularidad de que no participa en la transferencia electrdnica
necesaria para que la enzima actue sobre L-Arg, y no estabiliza la unién de
los dos mondmeros.

o] ‘- OH NH, - OH

OH OH
HZN/kN N HZN)\N N
H H H H

47 48
Bn\N’Bn Bn\NH y Cl 0
N
N Nj/Ph N Fﬂ\)j
| - HoN N ST N
H,N N 2 N H
49 50 51

Figura 15. BH, e inhibidores exclusivos de BHa.
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1.8.4. Antagonistas de CaM

El anillo de imidazol, ademads de ser capaz de inhibir competitivamente el
lugar de unién de BH4, puede interaccionar con la calmodulina. De entre
los farmacos comercializados, los antifingicos ketoconazol 52, clotrimazol
53 y miconazol 54 mostraron una buena potencia frente a la NOS, con K; =
44 uM, 19 uMy 7 uM, respectivamente, pero ninguna selectividad frente
a las diferentes isoformas (Fig. 16).1’
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Figura 16. Antagonistas de CaM basados en anillos de imidazol.

DY-9706e 55 es otro inhibidor de la nNOS (Ki = 0.9 uM) que presenta cierta
actividad inhibitoria frente a eNOS y ninguna frente a iNOS (Fig. 17). Este
farmaco demostrd, en estudios in vivo, actividad neuroprotectora en ratas
con hipertensién crdnica a las que se inducia una isquemia cerebral focal
mediante operacién quirurgica®®,

Resulta interesante el hecho de que 55 también sea capaz de inhibir otras
enzimas CaM dependientes in vitro, (como CaM quinasa Il y calcineurina,
con Ki = 1.2 y 2 uM, respectivamente), pero no in vivo'*®. Ademds, el
ionéforo A23187 sufre una reduccidn en el transporte de iones Ca*? en
presencia de este farmaco.
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55
Figura 17. DY-9706e.

1.8.5. Inactivadores de nNOS

La inhibicion de la nNOS mediante este mecanismo se basa,
principalmente, en crear enlaces covalentes con el grupo hemo.

Uno de los primeros inhibidores que se desarrollaron, L-NMA 3 (Fig. 4, pag.
29), presenta un comportamiento de inhibidor dual reversible/irreversible
para nNOS e iNOS'?°. La fijacién irreversible deriva de la hidroxilacion que
sufre el compuesto al mimetizar la L-Arg, durante la primera reaccion
enzimatica, formando L-NOHNMA 56 (Fig. 18), el cual carece de
selectividad entre isoformas, limitando asi su utilidad.

L-N®-Aminoarginina o L-NAA 57 ya era conocida como un inhibidor, con
cierta selectividad frente a nNOS (K = 0.3 uM) respecto de eNOS e iNOS
(Ki=2.5 uMy Ki = 3 uM respectivamente). Esto es debido a que en nNOS
puede formar un enlace covalente con el grupo hemo tras liberarse una
molécula de hidrazina, dando lugar a un residuo en el dominio oxigenasa
que impide la catalisis de mas sustrato®?Z.

Otro compuesto de esta familia con estudios mas detallados sobre la
inactivacion que producen es la 1-amino-S-metilisotiourea 58, que resulta
ser mas efectiva en nNOS (iNOS: K; = 1.1 mM, Kinact = 0.75 mint; nNOS: K; =
0.3 mM, kinact = 0.73 min )22,

L-VNIO o N°-(1-imino-butenil)-L-ornitina 59, muestra un gran poder de
inactivacion de la nNOS (K = 90 nM, kinact = 0.05 min?), sin alterar de forma
permanente a iNOS, y necesitdndose hasta 20 veces mds concentracion en
eNOS para alcanzar el 75% de la tasa de inactivacion que presenta en
nNOS.'
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N®-Alil-L-arginina 60 se puede comportar como un inhibidor reversible
competitivo y también como un inactivador tiempo-dependiente de nNOS
(Ki = 200 nM, Ki = 470 nM, kinact = 0.05 min)*?*, en este caso se pudo
demostrar que el mecanismo de inactivacidon depende de la formacion de
un enlace covalente del resto alilo con el grupo hemo. De forma similar, la
N®-propil-L-arginina 4 (Fig. 4) (anteriormente descrita como inhibidor
competitivo reversible) puede comportarse como un inactivador tiempo-
dependiente (Ki = 57 nM, K; = 19.8 nM, Kinact = 0.0059 min1)”°.

4
, NH, A
HO-N HN HN
»=NH J=NH NH =NH
HN HN HN HN
NH,
HN
H,N HN J=NH HN H,N
o} o S o) o
HO HO HO HO
56 57 58 59 60

Figura 18. Inactivadores de nNOS

Alejandonos de las estructuras clasicas de inhibidores de la NOS, aparecen
los aductos de monomalonato de Cgo-fulereno, de entre los que destaca
61 (Fig. 19), capaz de inactivar nNOS de forma selectiva respecto de otras
isoformas (NNOS ICsp = 4 uM; iNOS ICso = 110 uM; eNOS ICsp =220 uM). En
cuanto al mecanismo de inactivacidn, tras descartar cualquier tipo de
interaccion con los cofactores de la enzima, la teoria mas probable es una
alteracidén de la estructura de la enzima. Esto da lugar a una disrupcidn de
la actividad normal (producir L-Cit y NO), hacia la produccion de perdxidos
y superoxidos. Los argumentos que respaldan esta teoria proceden de que
solamente la inactivacidn aparece en presencia de L-arginina y que, en
presencia de catalasas y superdxido dismutasas, pierde totalmente su
efectividad.'®
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61

Figura 19. Di(carboxipropan-3-ol) metano-[60]-fulereno.

1.8.6. Inhibidores duales de nNOS y otras dianas

Las enfermedades neurodegenerativas cursan con una conjuncién de
diversos desequilibrios en varias rutas enzimaticas, por lo que el desarrollo
de moléculas capaces de actuar en mas de una diana terapéutica puede
resultar en mejores farmacos contra estas enfermedades.

Uno de los principales factores que desencadena procesos
neurodegenerativos es el estrés oxidativo, siendo las especies reactivas de
oxigeno (ROS) especialmente dafiinas para las neuronas.'?®

Los compuestos que unen la inhibicidn de la nNOS con la reduccion de
ROS, dan lugar a una sinergia que se hace patente en 62 (Fig. 20), el cual
combina, gracias a un linker de piperidina, una cabeza de
tienocarboximidamida (inhibidor contrastado nNOS) con un fragmento
antioxidante analogo de la vitamina E.

En los ensayos bioldgicos in vitro este derivado mostré una K = 0.92 uM
para nNOS con buena selectividad frente a otras isoformas (nNOS/iNOS >
300; nNOS/eNOS = 111) y gran capacidad antioxidante (ICso = 0.29 uM).
Cuando se ensayd in vivo por induccidn de isquemia focal en ratas, llegd a
reducir hasta en un 70% el volumen de los infartos cerebrales, en el
modelo de isquemia global en gerbo logré una supervivencia del 64% de
las neuronas del hipocampo frente al 26% de los controles, y en el modelo
de trauma cerebral en ratén redujo en un 58% las secuelas motoras.!?’
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Después de diversos estudios REA se sintetizé 63, una molécula
optimizada para mejorar la inhibicidn nNOS (K = 0.12 uM), sacrificando un
poco su selectividad (nNOS/iNOS > 150; nNOS/eNOS = 67.6), pero
manteniendo la actividad antioxidante (ICso = 0.4 uM).**®

S N~
\ |

63
Figura 20. Inhibidores duales NOS/ROS.

Otra posibilidad es la inhibicion dual nNOS/DDAH-1, esta segunda enzima
(dimetilarginina dimetilamino hidrolasa) cumple un papel importante en
la regulacidon del funcionamiento de la NOS, siendo la encargada de reducir
la concentracién de los inhibidores enddgenos de NOS, como N®-metil-L-
arginina 3 y N®,N®-dimetil-L-arginina. Las estructuras de estos compuestos
derivan de la L-N°-(1-iminoetil)ornitina, cambiando la longitud de la
cadena alquilica. Algunos ejemplos son: 64 con Ki =3 uM en nNOS y K =
52 uM en DDAH-1, y 65 con Ki = 20 uM en nNOS y Ki = 7.5 uM en DDAH-1.
El problema que acompafia a esta familia de inhibidores es una falta de
selectividad entre isoformas, puesto que la DDAH-1 las regula a todas.?

NH 0] NH 0O
\)J\N/\/\‘)J\OH \/\)J\N/\/\‘)J\OH
H H
NH,

NH,

64 65
Figura 21. Inhibidores duales nNOS/DDAH-1.

Combinar la inhibicién de la nNOS con el efecto analgésico de los opidceos
es una estrategia patentada por Ramnauth et al.’*° para el tratamiento de
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dolores neuropaticos. Utilizando una cabeza de tienamidina y la estructura
de un benzimidazol derivada de un opiaceo potente se consigue 66, el cual
tiene una buena actividad nNOS (ICso = 0.44 uM), con moderada
selectividad frente a otras isoformas (nNOS/iNOS = 125; nNOS/eNOS = 10)
y gran capacidad agonista en receptores opioides p (Ki = 5.4 nM).*!

:
/T H &
S N SN —
NH\E/IN
4

-/
(

66
Figura 22. Inhibidor nNOS/Agonista p.

1.8.7. Inhibidores iNOS derivados de la naturaleza

Desde los albores de la medicina es conocida la utilizacion de plantas para
el tratamiento de procesos inflamatorios. Gracias a los avances cientificos,
a dia de hoy hemos podido descifrar qué parte de las propiedades de estos
antiguos remedios es debida a la inhibicion de la isoforma inducible de la
NOS.

De entre la gran diversidad de moléculas aisladas con capacidad de reducir
la producciéon de NO, determinar qué estructuras y grupos funcionales son
los imprescindibles para producir este efecto, es clave para el desarrollo
de derivados sintéticos potentes y selectivos.

Comenzando con compuestos fendlicos, en Albatrellus caeruleoporus
aparecen farnesil derivados como las grifolinonas A 67 y B 68, grifolina 69
y neogrifolina 70 (Fig. 23), con ICso de 23.4, 22.9, 29.0 y 23.3 uM,
respectivamente. Estudios REA determinaron que los grupos funcionales
responsables de la inhibicidon iNOS son los hidroxilos del anillo aromatico
y la presencia de una cetona conjugada en la cadena lateral.’3?
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Figura 23. Derivados fendlicos del farnesilo.

En la familia de los lignanos destaca la epimagnolina B 71 (Fig. 24), extraida
de Magnolia fargesii con ICsp de 10.9 uM. Esta ejerce su efecto a través de
un mecanismo que inhibe la degradacién de I-xB-a y la translocacién
nuclear de la subunidad p65 de NF-kB. Al ser comparada con otros
lignanos, se logra descifrar que la orientacién de los anillos aromaticos
influye en la potencia del compuesto.!*

En los rizomas de Juncus acutus aparecen los fenantrenoides juncutol 72,
juncusol 73 y dehidrojuncusol 74, capaces de inhibir selectivamente la
expresion de iNOS en una concentracion de 10 uM en macréfagos RAW-
264.7 estimulados por LPS; los niveles de iNOS frente al control fueron de
11.2%, 35.0% y 59.0%, respectivamente. Los estudios REA sacan a relucir
que los hidroxilos en posicidén 2 y 7 (ambos aromaticos) son importantes
para la actividad.3

71 72 73 74

Figura 24. Lignanos y fenantrenoides.
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De las hojas de Alnus japonica se consiguid aislar un compuesto capaz de
inhibir tanto la producciéon de NO dependiente de NF-xB, con ICso = 14.5
1M, como la expresion de proteinas y ARN mensajero de iNOS en células
RAW 264.7, el 5-O-metilhirsutanol 75 (Fig. 25).
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Figura 25. Curcumina y derivados.

La curcumina 76 y sus derivados 77 - 79 presentan respectivamente unas
ICso de 20.38, 10.24, 13.64 y 13.66 uM para la inhibicion de la expresiéon
iNOS en macrdéfagos activados con IFN-y y LPS. En este caso los metoxilos
en 2y 5 de los anillos fendlicos son claves para dicha inhibicion.'%®

El resveratrol 80 es otro polifenol, derivado esta vez del estilbeno, que se
encuentra especialmente concentrado en la uva y sus derivados (Fig. 26).
Es utilizado por sus caracteristicas antioxidantes y antiinflamatorias.
Zhong et al'®” sintetizaron una serie de analogos a precursores
metoxilados dimerizados (81 - 84), obteniendo inhibicién de la expresion
de iNOS en células RAW 264.7 inducidas por LPS, sus ICso son 27.1, 44.7,
3.3y 6.2 uM, respectivamente.
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Figura 26. Resveratrol y sus derivados.

Otra gran rama de productos naturales capaces de disminuir la produccion
de NO son los derivados terpénicos. La gran mayoria de los compuestos
activos de esta familia son los sesquiterpenos, en Nardostachys chinesis
destacan el desoxo-narquinol A 85 y el narquinol B 86 (Fig. 27), cuyas ICso
son 8.4 y 4.6 uM, respectivamente'®*®, De Wistroemia indica podemos
extraer la indicanona 87, con ICso= 9.3 uM**°, Dos compuestos aislados de
Curcuma phaeocaulis: 88 y 89, poseen I1Csp< 2 uM para la produccidn de
NO en macréfagos RAW 264.7 inducidos por LPS, en estos compuestos es
clave la orientacion de los hidrogenos o el epdxido por encima del plano
de la molécula.’® Por ultimo, queda una molécula aislada en Xanthium
strumarim: la xantatina 90, la cual en células microgliales BV-2 activadas
por LPS muestra una ICso para iNOS de 0.47 uM, lo que la convierte en la
mas potente de todos los sesquiterpenos; en este caso, el anillo de lactona
junto al grupo metileno en exo, le confieren la capacidad de inhibir iINOS a
través de la degradacién de I-kB-a y la activaciéon de NF-kB.**!
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88 89 90

Figura 27. Derivados sesquiterpénicos.

Los esteroides 91y 92 (Fig. 28), derivados del 4cido oleandlico, mostraron
una potente inhibicién de la produccién de NO en macréfagos de ratén
inducidos por IFN-y, con ICso = 0.9 y 1.8 uM, respectivamente. La maxima
potencia se alcanza gracias al grupo carboxilo en C-17 y a la conjugacién
cetona-doble enlace en los anillos A y C, siendo en este caso preferibles
los sustituyentes hidrofilicos a los hidrofébicos.4?

91 92

Figura 28. Derivados esteroideos y triterpénicos.

En la familia de las Solandceas existen unos metabolitos secundarios
conocidos como withanolidas, estos se encuentran principalmente en la
parte aérea de las plantas y poseen diversas propiedades relacionadas con
la inhibicion de la produccion de NO. Los ensayos con la 4f-
hidroxiwitanolida E 93, aislada de Physalis peruviana, en macréfagos de
ratén RAW-264.7 activados por LPS, mostraron una inhibicién iNOS de ICso
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= 0.32 uM, al impedir la expresién de la enzima a nivel del ARN
mensajero.*

1.8.8. Inhibidores iNOS amidinicos

Los compuestos cuya estructura contenga guanidina, o cualquiera de sus
isdsteros, poseen un gran potencial para inhibir de forma competitiva a
todas isoformas de la NOS, siendo los grupos funcionales que la rodean los
encargados de conferirle la selectividad por cada una de ellas. En este
apartado nos centraremos en las dirigidas hacia iNOS.

En el “Dipartimento di Farmacia” de la “Universita degli studi Gabriele
d'Annunzio” en Chieti (Italia) han trabajado de forma intensiva en este tipo
de compuestos. De toda su produccion cientifica destacan las estructuras
derivadas de 1400W 34 (Fig. 12, pag. 39), de las que se muestran algunos
ejemplos en la figura 29.
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Figura 29. Inhibidores amidinicos.

En los tres primeros compuestos 94, 95 y 96, se consiguieron
respectivamente valores de 1Cso= 0.165, 0.428 y 0.1 uM para iNOS, con
buena selectividad frente eNOS de 550, 2300 y 300 veces,
respectivamente.!#

La introduccidn del anillo de indol y el espaciador de metileno en 97
consiguié alcanzar una ICsp de 53 nM para iNOS, mientras que a
concentracién 10 uM no afecté a nNOS ni a eNOS.*

Por ultimo, 98 mostré una gran potencia in vitro para iNOS (ICso =
0.058uM), 4569 veces mas que por eNOS y sin afectar la actividad de nNOS
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a 10 pM. Los estudios de docking revelan que la fraccion de acetamidina
interacciona con Glu y Trp del centro activo de la enzima, el nitréogeno del
grupo amida se orienta hacia uno de los grupos propionato de hemo vy el
resto de la prolina crea puentes de hidrégeno con el otro propionato del
grupo hemo (Imagen 9).1* Con motivo de estas esperanzadoras
cualidades, este compuesto fue ensayado en células de glioma de rata C6,
donde mostrd tener efecto citotéxico y antiproliferativo exclusivo para las
células tumorales.

Imagen 9. Interacciones responsables de la unién de 98 en el centro activo de
iNOS. 146

1.8.9. Inhibidores de la dimerizacion iNOS

Basandonos en la estructura que posee la enzima NOS en su forma activa,
es decir, en forma de homodimero, se abre la posibilidad de un nuevo
mecanismo de inhibicién: impedir la unién de las dos subunidades que la
forman.

Los inhibidores de esta familia se descubrieron gracias a la utilizacién de
una biblioteca de compuestos basada en un nucleo de pirimidina-imidazol,
y han sido disefiados principalmente para ser selectivos iNOS, bloqueando
las interacciones proteina-proteina.
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Como resultado se obtuvo el compuesto 99** (Fig. 30), el mas efectivo de
la primera serie, con potencia elevada incluso siendo el primer inhibidor
de este tipo (iNOS: ICso = 28 uM), selectividad moderada (iNOS/nNOS = 5;
iNOS/eNOS = 1000) y buena biodisponibilidad oral. Ademas, es eficaz al
utilizarse via subcutdnea en modelos de artritis reumatoide inducida en
rata.

Mejoras sobre esta misma estructura consiguieron alcanzar valores de ICsp
subnanomolares como en 100, donde su ICsop = 0.49 nM para iNOS y
manteniendo aproximadamente la selectividad (iNOS/nNOS = 5;
iNOS/eNOS = 1100) y 101, el mejor hasta la fecha tanto en potencia (ICso
= 0.29 nM), como en selectividad (iNOS/nNOS = 62; iNOS/eNOS > 5000).
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Figura 30. Inhibidores de la dimerizacién basados en pirimidina-imidazol.

Posteriormente se sintetizaron derivados de quinolinonas entre los que
destacd en un primer momento 102 (Fig. 31), con elevada potencia (ECso
=0,011 uM) y buena selectividad (iNOS/nNOS = 210; iNOS/eNOS = 2300);
a la hora de los ensayos in vivo en ratones, mostré una buena
biodisponibilidad oral, pero una corta vida media debido a un alto
aclaramiento renal .

Con el fin de subsanar estas deficiencias se enmascard el grupo amida
debido a su labilidad, y se introdujeron restricciones conformacionales en
la cadena lateral al formar un anillo de bencimidazol, apareciendo asi 103,
algo menos potente (ECso = 0,091 uM) y con menor selectividad
(iNOS/nNOS = 3; INOS/eNOS = 180), pero con una alta estabilidad
microsomal y eficacia probada en modelos de dolor e inflamacién en
ratones y primates.'*®

66



N EN

N 0O F N (@)
FoH Fon

102 103

Figura 31. Inhibidores de la dimerizacién basados en quinolinonas.

1.8.10. Antecedentes de nuestro grupo de investigacion

La actividad cientifica de nuestro grupo de investigacion en la rama de los
inhibidores NOS comienza a raiz de un estudio sobre los efectos
neuroprotectores de una molécula producida en la glandula pineal: la
melatonina 104.%°! Esta hormona se produce a partir del L-tripté6fano 105
y posee una actividad inhibitoria frente a nNOS de ICso = 0.1 pM, esta
inhibicién es dependiente de CaM y solo se produce tras un tiempo de
latencia. Esto hizo sospechar que el efecto lo provocaba uno de sus
metabolitos. La principal ruta por la que la melatonina se degrada es a
través de la indolamina-2,3-dioxigenasa, dando lugar a N-acetil-5-
metoxikinurenamina (aMK) 106.1°2 En la ruta metabdlica del triptéfano
existe otro compuesto con actividad neuroprotectora, el dcido kinurénico
107, similar al aMK que acabamos de enunciar.

104 105 106 107

Figura 32. Melatonina, triptéfano, aMKy acido kinurénico.

A partir de estas estructuras, se decididé desarrollar analogos para
determinar las zonas claves para la actividad inhibitoria, apareciendo asi
los derivados kinureninicos de estructura general 108 y 109.>3
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Figura 33. Derivados kinureninicos.

En esta serie de compuestos, el mas activo resultd ser un derivado de 109
con Ry = NH,, R; = OMe, R; = H, Ry = Me (ICso = 40.9 uM) **3, La suma de
todos los resultados bioldgicos, unido a estudios conformacionales,
permitié llegar a la conclusion de que el grupo amino en R; es
imprescindible para la actividad.

Para la familia de las kinurenaminas (Fig. 34)*** se sintetizaron analogos
estructurales al aMK, que posee una ICso = 70 uM*>. En la primera serie
(estructura 110), los compuestos resultaron ser todos menos activos que
la molécula de la que derivaban, aun asi, se pudo determinar que
aumentar el volumen del sustituyente R, conllevaba una pérdida de
actividad inhibitoria; del mismo modo, los grupos funcionales electrén-
donantes en Ri producian inhibiciones mayores que los electrén-
atrayentes.
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Figura 34. Derivados kinurenaminicos.

Explorando modificaciones en la cadena lateral, se decidié generar un
nucleo de urea o tiourea, isdsteros de la guanidina presente en L-Arg,

68



dando lugar a los compuestos con estructura general 111.2°® Del mismo
modo, se sintetizan los derivados hidroxilados 112.%°7 Curiosamente, los
porcentajes de inhibicidn aumentan, pero solo en la isoforma inducible;
alcanzando el maximo con 1Csp =100 puM sin afectar a eNOS, para el
derivado de 111 con R; = Cl, R, = Et, X = O. En cuanto a los derivados de
112, pierden selectividad y potencia, siendo el mejor aquél con R; = OMe,
R.=Me, X =S5, teniendo una I1Csp = 130 uM para nNOS y 180 uM para iNOS,
sin afectar a eNOS.*’

Por dltimo, el desarrollo de estos inhibidores evoluciond hacia analogos
rigidos de la cadena lateral, donde se introdujeron anillos de 5 miembros
(pirazol 1138, pirrol 114*° o tiadiadiazol 115°).

X I A X
N
R1 \N’ \<R R1 N R
2 H 2
NH, NH
113 114

Figura 35. Andlogos rigidos.

Estudios de docking revelan que, gracias a estos nuevos anillos, el grupo
amino crea un enlace de hidrégeno intramolecular que permite imitar la
conformacidén que adopta la melatonina en el centro activo.

Los mads activos resultaron ser las tiadiazolinas 115, con ICso entre 20 y 40
UM para iNOS, sin afectar a eNOS.
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2.0bjectives
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The main goal of this doctoral thesis is the design, synthesis and biological
evaluation of new carboxamidic and imidamidic derivatives as inhibitors
for the different NOS isoforms. By this means, we are able to contribute
developing potent and selective compounds to target NO overproduction
in potential drugs for the diseases where is involved.

The specific objectives necessaries for this purpose are:

VL.

Following the path of previous articles from our research group, design
new compounds blending together the characteristics which
proportionate the highest selectivity and the most potent inhibition in
each NOS isoform.

. Incorporate amidine and guanidine substructures, proven in

bibliography to be great moieties for NOS inhibition, to our own
molecules.

Develop a synthetic strategy that will allow obtaining the final products
with the highest yield possible.

Purification and characterization of any new molecule synthesized by
nuclear magnetic resonance studies (NMR) and high resolution mass
spectrometry (HRMS).

Biological activity determination for the neuronal and inducible NOS
isoforms in all the final products, and in the endothelial one on those

with the best inhibition values.

Analyze how the structural modifications influence on the potency and
selectivity of the inhibitors.
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3.Materiales y métodos
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En este apartado debemos diferenciar entre las dos principales ramas de
trabajo, la sintesis quimica y la evaluacidn bioldgica.

3.1. Sintesis quimica

Comenzaremos por la sintesis quimica, detallando los métodos sintéticos
utilizados para la consecucién de los diferentes productos finales, asi como
su descripcidon y caracterizacidn espectroscdpica.

3.1.1. Condiciones generales

Las condiciones generales para las diferentes reacciones quimicas llevadas
a cabo fueron muy variadas, habiendo utilizado temperaturas que varian
desde -78 °C (gracias a bafios tipo “Dewar” conteniendo nieve carbdnicay
acetona) hasta los 140 °C por bafios de silicona liquida (Scharlau SI 0025)
y placas térmicas (IKA C-MA6 HS-7 ) .

Los disolventes utilizados en todas las reacciones de esta tesis son de
origen comercial (Honeywell Riedel-de-Haen, Acros Organics, VWR
Chemicals BDH). Los disolventes deuterados necesarios para la
caracterizacién por resonancia magnética nuclear (RMN) provienen de la
casa Euroisotop.

Los reactivos empleados en estas sintesis se encuentran disponibles en
casas comerciales como Sigma Aldrich (ahora Merk) y Acros Organics.

De forma general el método utilizado para el control del avance de las
reacciones, asi como de los sucesivos pasos requeridos posteriormente
para su tratamiento y purificacién, fue la cromatografia en capa fina
(también conocida como TLC por sus siglas en inglés). A partir de placas de
20x20 se dividieron hasta el tamafo adecuado para después desarrollarlas
en lamezcla de eluyentes indicada en cada caso. Los reveladores utilizados
fueron las luces ultravioletas de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm)
para productos con dobles enlaces conjugados y ninhidrina para
diferenciar productos nitrogenados.
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La purificacidon de los productos se llevd a cabo gracias a la cromatografia
en columna con gel de silice 60, 0,04 — 0,06 mm (230 — 400 mesh ATSM).
Los disolventes utilizados y su proporcién se detallan en cada caso.

Los puntos de fusidon se midieron en un Stuart Scientific Melting Point
apparatus SMP3 y no estan rectificados.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) tanto
unidimensionales (*H RMN y *C RMN) como bidimensionales (HMBC y
HSQC) se realizaron en las instalaciones del Centro de Instrumentacién
Cientifica de la Universidad de Granada, concretamente en aparatos
BRUKER Avance NEO con sonda Smart Probe BBFO y potencias de 400 MHz
y 100 MHz, 500 MHz y 125 MHz 6 600MHz y 150 MHz.

Las sefales que aparecen en los espectros se describen de mayor a menor
desplazamiento quimico (J) en ppm, concretando a continuacién la
multiplicidad de la sefial, el nUmero de nucleos que incluye, la posicién que
ocupan en la estructura y las constantes de acoplamiento (/) en Hz que
presentan.

Las multiplicidades aparecen abreviadas y se encuentran recogidas entre
las siguientes posibilidades: singlete (s), singlete ancho (sa), doblete (d),
doble doblete (dd), doble doble doblete (ddd), doble doble doble doblete
(dddd), triplete (t), doble triplete (dt), triple triplete (tt), cuadruplete (q) y
multiplete (m).

La Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (HRMS) se llevd a cabo en
la sede de la Facultad de Farmacia del Centro de Instrumentacién
Cientifica, en un Espectrdmetro de masas de tiempo de vuelo con
aceleracién ortogonal LCT Premier XE.

3.1.2. Sintesis de la Familia A
2,3,4-Trimetoxi-6-nitrobenzaldehido (116a)'%!

S0 0

- —_ - H
:©)LH AcOH

~o ~o NO,

En 10 ml de una disolucion de acido acético glacial y acido nitrico
concentrado a partes iguales, se afiaden 10.2 mmol (2 g) de 2,3,4-
trimetoxibenzaldehido, enfriando a 0 °C con bano de hielo. La mezcla se
deja agitar durante 15 min. Transcurrido este tiempo, se procede a extraer
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con AcOEt (3 x 10 ml), las fases organicas se unen para ser lavadas con una
solucion saturada de NaHCOs (2 x 10 ml), posteriormente se secan con
Na,S04 anhidro y se filtran para concentrar al rotavapor. Se purifica por
columna cromatografica de silicagel, mezcla de eluyentes AcOEt:Hex (1:2).
Se obtienen 8.67 mmol (2.09 g) de un sdlido amarillo cristalino Rto: 85%
con Pf: 81 - 84 °C.

5-Metoxi-2-nitrobenzaldehido (116c)'®?
o) |—CHg 0

H K-CO
0] H 2C03 _0 H
DMF
NO NO,

2

Trabajando en condiciones de atmésfera inerte de Ar procedemos a
disolver 10 mmol (1.67 g) de 5-hidroxi-2-nitrobenzaldehido en 30 ml de
DMF anhidra. A continuacion, afiadimos 11mmol (1.51 g) de K,COs vy
dejamos 1 hora bajo agitacién, lo que permitira la formacién del fenolato.
Posteriormente, se afiaden 15 mmol (0.93 ml) de yodometano y se agita
durante 24 horas mas. Una vez terminada la reaccién, se concentra a
rotavapor con bomba de aceite para eliminar el exceso de DMF. El crudo
resultante se somete a una extraccion con H,O y AcOEt, extrayendo
repetidas veces la fase acuosa. Se reldnen las fases organicas, se secan con
Na,SO4 anhidro, se filtran para concentrarlas al rotavapor. Se purifica por
columna cromatografica de silicagel, usando como eluyente mezcla de
AcOEt:Hex (1:4). Se obtienen 10 mmol (1.81 g) de un sélido amarillo
cristalino, rendimiento cuantitativo, Pf: 84 - 86 °C.

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 1-
fenilprop-2-en-1-ol (117a-c)

(0] OH
H Brig <©\)\/
R; —E THF Ry
NO, NO,
116a-c 117a-c

Una solucion de 6 mmol del correspondiente derivado 116a-c en 25 ml de
THF se lleva a - 70 °C por bano de acetona-hielo seco. A continuacién, se
afiaden 8.4 mmol de una disoluciéon 1 M de bromuro de vinilmagnesio en
THF y se mantiene agitando durante 3.5 horas. Transcurrido este tiempo,
se anaden 20 ml de una disolucién 0.1 N de HCI, seguidamente, esta
mezcla se concentra al rotavapor para eliminar el disolvente orgdnico. La
fase acuosa resultante se extrae con AcOEt (3 x 30 ml), la fase orgdnica se
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lava con salmuera, se seca con Na,SO; anhidro, después se filtra y
concentra al rotavapor. Se purifica por columna cromatografica de
silicagel, mezcla de eluyentes AcOEt:Hex (1:7).

1-(2,3,4-Trimetoxi-6-nitrofenil)prop-2-en-1-ol (117a)*°8

~
Utilizando 6.22 mmol (1.5 g) de 11643, se obtienen 6.20 o o o
mmol (1.66 g) de un solido amarillento, Rto: 99%, Pf: | -~ =
90 - 93 OC. \o N02

1-(5-Cloro-2-nitrofenil)prop-2-en-1-ol (117b)*%3

Utilizando 10.3 mmol (1.91 g) de 5-cloro-2-
nitrobenzaldehido, se obtienen 9.68 mmol (2.05 g) de cl
un sélido amarillento, Rto: 94%, Pf: 70 - 71°C.

%%%
\

1-(5-Metoxi-2-nitrofenil)prop-2-en-1-ol (117c)*®3

Utilizando 10 mmol (1.81 g) de 116c, se obtienen 9.8 OH

mmol (2.05 g) de un solido amarillo. Rto: 98%, Pf: 98 - -0 7
101 °C. NO

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 1-
fenilprop-2-en-1-ona (118a-c)

OH Reactivo 0
= de Jones %
Ri Acetona Ry
NO, NO,
117a-c 118a-c

Para esta reaccidn es necesario preparar el reactivo de Jones: 133.5 mmol
(13.35 g) de 6xido de cromo (IV) se disuelven en 11.5 ml de acido sulfurico
y se afiade cantidad suficiente de agua destilada para alcanzar un volumen
final de 50 ml.

Se diluyen en 20 ml de acetona 5 mmol del correspondiente 1-fenilprop-
2-en-1-ol (117a-c), esta disolucidn se enfria hasta los 0 °C mediante un
bafio de hielo. A continuacidn, se adicionan 3 ml de reactivo de Jones y se
deja agitando 20 min. Transcurrido este tiempo la reaccidn se neutraliza
con 5 ml de NaHSO; y 5 ml de agua. Se procede a la extraccion con AcOEt
(3 x 20 ml), se retinen las fases organicas, se lava con salmuera, se seca con
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NaSO, anhidro, se filtra y se concentra al rotavapor. Purificaciéon por
columna cromatografica de silicagel, mezcla de eluyentes AcOEt:Hex (1:5).

1-(2,3,4-Trimetoxi-6-nitrofenil)prop-2-en-1-ona
(118a)'?

0 =
Utilizando 5.4 mmol (1.45 g) de 117a, se obtienen o NO

3.94 mmol (1.05 g) de . Rto: 73%, Pf: 143 - 145 °C.

1-(5-Cloro-2-nitrofenil)prop-2-en-1-ona

o O
Utilizando 8.5 mmol (1.81 g) dell7b, se obtienen NO

6.88 mmol (1.45 g) de . Rto: 81%, Pf: 94- 96 °C.

1-(5-Metoxi-2-nitrofenil)prop-2-en-1-ona

163
(118c) /OW
Utilizando 8.8 mmol (1.84 g) de 117c, se obtienen 6.95 NO

mmol (1.43 g) de . Rto: 79%, Pf: 123 - 125 °C.

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 3-
(nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (119a-c)

(0]
ij\/ NH2NH2
Ri _E R
EtOH 1
Z N0,
118a-c 119a-c

Se disuelven 2 mmol de la correspondiente cetona o, -insaturada (118a-
¢) en 10 ml de EtOH. A continuacion, se afiaden bajo agitacion 3.4 mmol
(261 pl) de hidrazina monohidrato y se lleva a reflujo (85 °C) durante 3
horas. Transcurrido este tiempo se concentra al rotavapor para eliminar el
EtOH vy se realiza una extraccién con agua y éter dietilico (3 x 15 ml). Las
fases organicas se reunen, se seca con NaSO, anhidro, se filtra y se
concentra al rotavapor. Estos derivados no se aislan, directamente se
utilizan en la siguiente reaccion.
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Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 3-
(nitrofenil)-N-sustituidos-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-carboxamidas

(120a-g)

O, HN-R,
C\\NrRZ \N/Nﬂ
—_—
o]
R DCM R
NO,
119a-c 120a-g

Trabajando en condiciones de atmdsfera inerte de Ar, se disuelve el crudo
de la reaccion anterior (119a-c) en 3 ml de CHCl; anhidro. A continuacién,
se afladen 2 mmol (279 pl) de trietilamina y 3 mmol del correspondiente
isocianato. La mezcla de reaccidn se irradia en microondas a 80 °C durante
20 min. Transcurrido este tiempo se concentra al rotavapor y se purifica
directamente por columna cromatografica de silicagel, mezcla de
eluyentes AcOEt:Hex (1:3).

N-Etil-3-(6-nitro-2,3,4-trimetoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (120a)

A partir de 2 mmol de 119a y utilizando 3
mmol (237 pl) de isocianato de etilo, se
obtienen 1.34 mmol (472 mg) de un sélido
amarillo. Rto: 67%. Pf: 126 - 128 °C.

'H RMN (499.79 MHz, CDCls): & 7.40 (s,
1H, H-5’), 5.69 (sa, 1H, -CO-), 4.05 (t, 2H, H-5, /= 10.3 Hz), 3.98, 3.96, 3.89
(3s, 9H, 2’-OCHs, 3’-OCHs;,4’-0CHs), 3.30 (m, 2H, -CH»-CH3), 3.18 (t, 2H, H-
4, J = 10.3 Hz), 1.14 (t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.2 Hz). **C RMN (125.69 MHz,
CDCl5): §155.25 (C-3), 153.7 (-CONH-), 152.4 (C- 4), 149.1 (C-3’), 146.5 (C-
6’), 143.6 (C-2’), 116.6 (C-1’), 104.1 (C-5’), 62.0, 61.0 (2’-OCHs, 3’-OCHs),
56.5 (4’-OCHs), 45.1 (C-5), 36.4 (-CH,-CHs), 34.7 (C-4), 15.3 (-CH2-CHs). MS
(LSIMS): m/z calculado para CisH21N4Os [M + H]*: 353.1461, encontrado:
353.1456.
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3-(6-Nitro-2,3,4-trimetoxifenil)-N-propil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (120b)

A partir de 2 mmol de 119a y utilizando
3 mmol (281 pl) de isocianato de
propilo, se obtienen 1.38 mmol (506 mg)
de un sélido amarillo. Rto: 69%. Pf: 132 -
135 °C.

'H RMN (400.17 MHz, CDCls): §7.39 (s, 1H, H-5'), 5.74 (sa, 1H, -CO-), 4.03
(t, H-5, J = 10.3 Hz), 3.96, 3.95, 3.88 (3s, 9H, 2’-OCH3s, 3’-OCHs, 4’-OCHs),
3.20(t, H-4,J=10.3 Hz), 3.11 (m, 2H, -CH,-CH,-CHs), 1.50 (m, 2H, -CH,-CH,-
CHs), 0.91 (t, 3H, -CH,-CH2-CHs, J = 7.4 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCls):
6155.9 (C-3), 153.6 (-CONH-), 152.3 C-4’), 149.4 (C-3’), 146.5 (C-6’), 143.6
(C-2’), 116.4 (C-1’), 104.1 (C-5'), 62.1, 61.1 (2’-OCHs, 3’-OCH;), 56.8 (4’-
OCH;3), 44.9 (C-5), 41.8 (-CH,-CH,-CH3), 36.2 (C-4); 23.2 (-CH,-CH»-CHs),
11.2 (-CH,-CH>-CH3). MS (LSIMS): m/z calculado para CigH22N4sOgNa [M +
Na]*: 389.1437, encontrado: 389.1436.

3-(5-Cloro-2-nitrofenil)-N-etil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (120c)

A partir de 2 mmol de 119b y utilizando 3
mmol (237 pl) de isocianato de etilo se
obtienen 1.24 mmol (368 mg) de un sélido
blanco. Rto: 62%. Pf: 123 - 125 °C.

'H RMN (400.17 MHz, CDCls): 6 7.78 (d, 1H,
H-3, Jy.4 = 8.6 Hz), 7.51 (m, 2H, H-4’, H-6’), 5.78 (sa, 1H, -CONH-), 4.05 (t,
2H, H-5, Js.4 = 10.2 Hz), 3.34 (m, 2H, -CH, -CHs), 3.12 (t, 2H, H-4, J4.5 = 10.2
Hz), 1.19 (t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.2 Hz). BCRMN (125.69 MHz, CDCls): § 154.8
(-CONH-), 148.0 (C-3), 146.7 (C-2’), 138.7 (C-5’), 129.9, 129.8 (C-4’, C-6'),
128.2 (C-1’), 125.5 (C-3’), 45.4 (C-5), 35.0 (-CH,-CHs), 33.5 (C-4), 15.5 (-CH,-
CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci2H14CIN4Os [M + H]*: 297.0754,
encontrado 297.0757.
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3-(5-Cloro-2-nitrofenil)-N-propil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (120d)

A partir de 2 mmol de 119b y utilizando
3 mmol (281 pl) de isocianato de propilo
se obtienen 1.22 mmol (462 mg) de un
solido blanco. Rto: 61%. Pf: 110 - 112 °C.

'H RMN (300.20 MHz, CDCls): §7.69 (d,
1H, H-3’,J = 8.6 Hz), 7.43 (m, 2H, H-4’, H-6'), 5.76 (sa, 1H, -CONH-), 3.98 (t,
2H, H-5, J = 10.4 Hz), 3.19 (m, 2H, 2H, -CH,-CH,-CHs), 3.05 (t, 2H, H-4, J =
10.4 Hz), 1.50 (m, 2H, -CH,-CH,-CH3), 0.88 (t, 3H, -CH,-CH,-CH3s, J = 7.4 Hz).
13C RMN (125.69 MHz, CDCls): §154.9 (-CONH-), 147.9 (C-3), 146.6 (C-2’),
138.7 (C-5), 129.9, 129.8 (C-4’, C-6"), 128.1 (C-1’), 125.5 (C-3’), 45.4 (C-5),
41.8 (-CH,-CH,-CHs), 33.4 (C-4), 23.4 (-CH,-CH,-CHs), 11.3 (-CH,-CH»-CHs).
MS (LSIMS): m/z calculado para CisHisCINsOsz [M + H]*: 311.0911,
encontrado: 311.0917.

N-Etil-3-(5-metoxi-2-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (120e)

A partir de 2 mmol de 119c y utilizando 3
mmol (237 ul) de isocianato de etilo, se
obtienen 1.78 mmol (520 mg) de un sélido
amarillo. Rto: 89%. Pf: 128 - 130 °C.

'H RMN (499.79 MHz, CDCls): §8.03 (d, 1H,
H-3, Jy.4 = 8.9 Hz), 6.99 (dd, 1H, H-4’, Jyz = 8.9 Hz, Jas = 2.7 Hz), 6.97 (d,
1H, H-6’, Je.s = 2.7 Hz), 5.81 (sa, 1H, -CONH-) 4.05 (t, 2H, H-5, Js.4 = 10.4
Hz), 3.92 (s, 3H, -OCHs), 3.33 (m, 2H, -CH2-CH3), 3.10 (t, 2H, H-4, Js5= 10.4
Hz), 1.17 (t, 3H, -CH,-CHs,J = 7.2 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCls): §163.2
(-CONH-), 155.5 (C-3), 151.4 (C-5"), 141.4 (C-2’), 130.5 (C-1’), 127.4 (C-3’),
115.8 (C-6"), 114.7 (C-4’), 56.3 (-OCH3), 45.5 (C-5), 35.1 (-CH,-CH3), 34.9 (C-
4), 15.7 (-CH,-CH3). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci3H17N4O4 [M + H]*:
293.1250, encontrado: 293.1232.
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3-(5-Metoxi-2-nitrofenil)-N-propil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (120f)

A partir de 2 mmol de 119c y utilizando
3 mmol (281 pl) de isocianato de
propilo, se obtienen 1.44 mmol (441
mg) de un sélido amarillo. Rto: 72%. Pf:
89-92 °C.

1H RMN (499.79 MHz, CDCl3): §8.02 (d, 1H, H-3’, J.4 = 8.9 Hz), 6.99 (dd,
1H, H-4’, Jy3 = 9.0 Hz, J4-g = 2.7 Hz), 6.97 (d, 1H, H-6’, Jg.y = 2.7 Hz), 5.86
(sa, 1H, -CONH-), 4.05 (t, 2H, Js4 = 10.4 Hz), 3.92 (s, 3H, -OCHs), 3.25 (m,
2H, -CH,-CH,-CHs), 3.11 (t, 2H, H-4, Jss = 10.4 Hz), 1.55 (m, 2H, -CH,-CH..
CHs), 0.93 (t, 3H, -CH,-CH,-CHs, J = 7.4 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCls):
6163.2 (-CONH-), 155.5 (C-3), 151.4 (C-5), 141.4 (C-2’), 130.4 (C-1’), 127.3
(C-3), 115.8 (C-6'), 114.7 (C-4’), 56.3 (-OCHs), 45.5 (C-5), 42.0 (-CH,-CH,-
CHs), 34.8 (C-4), 23.6 (-CH,-CH,-CHs), 11.5 (-CH,-CH2-CH3). MS (LSIMS): my/z
calculado para Ci4H19N4O4 [M + H]*: 307.1406, encontrado: 307.1422.

N-Fenil-3-(5-metoxi-2-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (120g)

A partir de 2 mmol de 119c y
utilizando 3 mmol (326 ul) de
isocianato de fenilo, se obtienen 1.40
mmol (476 mg) de un sélido amarillo.
Rto: 70%. Pf: 150 - 152 °C.

'H RMN (400.17 MHz, CDCls): 58.01 (d, 1H, H-3’, J>» = 8.8 Hz), 7.80 (s, 1H,
-CONH-), 7.43 (d, 2H, H-2”, H-6",J=7.6 Hz), 7.23 (m, 2H, H-3”, H-5"), 6.97
(m, 3H, H-4’, H-6’, H-4"), 4.08 (t, 2H, H-5, Js.4=10.3 Hz), 3.88 (s, 3H, -OCH3),
3.13 (t, 2H, H-4, Jas = 10.3 Hz). 3C RMN (100.73 MHz, CDCls): &163.3 (-
CONH-), 152.6 (C-3), 152.3 (C-5’), 141.3 (C-2’), 138.5 (C-1”), 130.1 (C-1’),
129.1 (C-2”, C-6"), 127.5 (C-3), 123.1 (C-4”), 119.1 (C-3”, C-5”), 116.0 (C-
6’), 114.9 (C-4’), 56.3 (-OCHs), 45.2 (C-5), 35.2 (C-4). MS (LSIMS): m/z
calculado para Ci7H17N4O4 [M + H]*: 341.1250, encontrado: 341.1249.
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Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 3-
(aminofenil)-N-sustituidos-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-carboxamidas
(FAB-1 — FAB-7)

HN-R,
SnCl, \N,N~\<
—_—
R 0
EtOH \H
2
120a-g FAB-1 - FAB-7

A una disolucidn de 0.4 mmol del correspondiente nitroareno (120a-g) en
10 ml de EtOH se le afiaden 2 mmol (453mg) de cloruro de estafio (ll). La
mezcla resultante se lleva a reflujo durante 2 horas, transcurrido este
tiempo, la reaccion se neutraliza mediante la adicién de 10 ml de una
solucion saturada de NaHCOs. Se concentra al rotavapor para eliminar el
exceso de EtOH y se procede a la extraccion de la fase acuosa con AcOEt
(3 x 15 ml), las fases organicas se secan con NaSO, anhidro, se filtran y se
concentran al rotavapor. Purificacion por columna cromatografica de
silicagel, mezcla de eluyentes AcOEt:Hex (1:10).

3-(6-Amino-2,3,4-trimetoxifenil)-N-etil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (FAB-1)

A partir de 0.4 mmol (141 mg) de 1204, se
obtienen 0.32 mmol (104 mg) de un
solido marrén. Rto: 80%, Pf: 150 - 153 °C.

'H RMN (400.17 MHz, CDCls): 66.06 (s, H-
5'), 5.62 (sa, 3H, -NH,, -CONH-), 3.87 (m,
8H, H-5, 2'-OCHs, 3'-OCHs), 3.76 (s, 3H, 4'-OCHs), 3.35 (m, 4H, H-4, -CH,-
CHs), 1.17 (t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.2 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCls): &
155.3, 155.1 (-CONH-, C-3), 154.0 (C-4'), 153.6 (C-2’), 142.9 (C-6), 134.2 (C-
3), 102.8 (C-1'), 95.1 (C-5'), 61.2, 61.0 (2-OCHs, 3'-OCHs), 55.7 (4'-OCHs),
43.6 (C-5), 36.4 (-CH,-CHs), 34.9 (C-4), 15.8 (-CH,-CHs). MS (LSIMS):
m/z calculado para CisH23N404 [M + H]*: 323.1710, encontrado: 323.172.
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3-(6-Amino-2,3,4-trimetoxifenil)-N-propil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (FAB-2)

A partir de 0.4 mmol (146 mg) de 120b,
se obtienen 0.33 mmol (112 mg) de un
sélido marrdén. Rto: 83%, Pf: 156 - 158
°C.

'H RMN (400.17 MHz, CDCls): §6.06 (s,
1H, H-6'), 5.69 (sa, 3H, -NH,, -CONH-), 3.88 (m, 8H, H-5, 2’-OCH3, 3'-OCHjs),
3.76 (s, 3H, 4'-OCHs), 3.35 (t, 2H, H-4, = 10.2 Hz), 3.26 (m, 2H, -CH,-CH;-
CHs), 1.55 (m, 2H, -CH,-CH,-CH3), 0.93 (t, 3H, -CH,-CH,-CHs, J = 7.40 Hz). 3C
RMN (125.69 MHz, CDCl3): & 155.4, 155.1 (-CONH-, C-3), 154.0 (C-4'),
153.6 (C-2'), 142.8 (C-6'), 134.3 (C-3'), 102.9 (C-1'), 95.2 (C-5'), 61.2, 61.0
(2'-OCHs, 3'-OCH3), 55.7 (4-OCHs), 43.7 (C-5), 41.8 (-CH,-CH,-CH;s), 36.4 (C-
4), 23.6 (-CH»-CH,-CH3), 11.3 (-CH,-CH,-CH3). MS (LSIMS): m/z calculado
para CigHasN4O4 [M + H]*: 337.1876, encontrado: 337.1870.

3-(2-Amino-5-cloroxifenil)-N-etil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (FAB-3)

A partir de 0.4 mmol (118 mg) de 120c, se
obtienen 0.32 mmol (86 mg) de un sélido
blanco. Rto: 81%, Pf: 215 - 217 °C.

'H RMN (400.17 MHz, CDCls): & 7.14 (d,
1H, H-6’, J= 2.4 Hz), 7.12 (dd, 1H, H-4’, J =
8.6 Hz, J= 2.4 Hz), 6.68 (d, 1H, H-3’, J = 8.6 Hz), 5.54 (sa, 3H, -NH,, -CONH-
), 3.96 (t, 2H, H-5, J = 10.2 Hz), 3.37 (m, 2H, -CH,-CHs), 3.27 (t, 2H, H-4, J =
10.2 Hz), 1.20 (t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.2 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCl3): &
154.6 (-CONH-), 153.3 (C-3), 144.4 (C-2’), 130.0 (C-4’), 128.3 (C-6’), 121.3
(C-5%),116.9(C-3’), 114.9(C-1’), 43.1 (C-5), 34.8 (-CH,-CHs), 33.3 (C-4), 15.5
(-CH2-CH3).MS (LSIMS): m/z calculado para Ci2HiCINSO [M + H]™:
267.1013, encontrado: 267.1021.
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3-(2-Amino-5-clorofenil)-N-propil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (FAB-4)

A partir de 0.4 mmol (124 mg) de 120d, se
obtienen 0.34 mmol (94 mg) de un sdlido
blanco. Rto: 84%, Pf: 212 - 214 °C.

'H RMN (400.17 MHz, CDCls): & 7.15 (d,
1H, H-6’, J = 2.3 Hz), 7.11 (dd, 1H, H-4', J =
8.6 Hz, J = 2.3 Hz), 6.68 (d, 1H, H-3’, J = 8.6 Hz), 5.59 (sa, 3H, -NH,, -CONH-
), 3.95 (t, 2H, H-5, J = 10.4 Hz), 3.27 (m, 4H, H-4, -CH,-CH,-CHs), 1.59 (m,
2H, -CH,-CH,-CHs), 0.95 (t, 3H, -CH,-CH,-CHs, J = 7.4 Hz). 3C RMN (125.69
MHz, CDCls): §154.9 (-CONH-), 153.5 (C-3), 144.6 (C-2’), 130.8 (C-4’), 128.5
(C-6"), 121.6 (C-5"), 117.2 (C-3"), 115.2 (C-1’), 43.4 (C-5), 41.9 (-CH,-CH,-
CHs), 33.5 (C-4), 23.6 (-CH»-CH,-CHs), 11.3 (-CH,-CH,-CHs). MS (LSIMS): m/z
calculado para Ci3H15CIN4O [M + H]*: 281.1169, encontrado: 281.1163.

3-(2-Amino-5-metoxifenil)-N-etil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (FAB-5)

A partir de 0.4 mmol (117 mg) de 120e,
se obtienen 0.39 mmol (102mg) de un
solido blanco. Rto: 97%, Pf: 194 - 195 °C.

'H RMN (499.79 MHz, CDCls): §6.83 (dd,
1H, H-4', Jy.3 = 8.8 Hz, Jy.¢ = 2.8 Hz), 6.74
(d, 1H, H-6', Jow = 2.8 Hz), 6.71 (d, 1H, H-3', Js.4 = 8.8 Hz), 5.62 (sa, 1H, -
CONH-), 5.20 (sa, 2H, -NHa), 3.93 (t, 2H, H-5, Js4 = 10.1 Hz), 3.76 (s, 3H, -
OCHs), 3.37 (m, 2H, -CH,-CHs), 3.27 (t, 2H, H-4, J4s = 10.1 Hz), 1.19 (t, 3H, -
CH»-CHs, J=7.2 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCls): §155.1 (-CONH-), 154.5
(C-3),151.5 (C-5'), 140.6 (C-2'), 117.4 (C-4"), 117.4 (C-3"), 114.9 (C-1'), 114.2
(C-6"), 56.1 (-OCHs), 43.4 (C-5), 35.2 (-CH,-CHs), 33.9 (C-4), 15.9 (-CH,-CHs).
MS (LSIMS): m/z calculado para CisHisN4O, [M  + H]*: 263.1508,
encontrado: 263.1490.
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3-(2-Amino-5-metoxifenil)-N-propil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (FAB-6)

A partir de 0.4 mmol (123 mg) de 120f, se
obtienen 0.36 mmol (100 mg) de un
solido blanco. Rto: 91%, Pf: 187 - 190 °C.

'H RMN (499.79 MHz, CDCl3): §6.82 (dd,

1H, H-4', Jy.3 = 8.8 Hz, Jy-s = 2.8 Hz), 6.74
(d, 1H, H-6', Jo-s = 2.8 Hz), 6.71 (d, 1H, H-3', J3.» = 8.8 Hz), 5.66 (sa, 1H, -
CONH-), 5.22 (sa, 2H, -NH.), 3.93 (t, 2H, H-5, Js.4 = 10.1 Hz), 3.76 (s, 3H, -
OCHs), 3.28 (m, 4H, -CH>-CH,-CH3, H-4), 1.57 (m, 2H, -CH,-CH>-CHs), 0.94
(t, 3H, -CH-CH,-CHs, Jx4 = 7.4 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCls): §155.2
(-CONH-), 154.4 (C-3), 151.5 (C-5'), 140.5 (C-2'), 117.4 (C-4'), 117.3 (C-3),
115.0 (C-1'), 114.2 (C-6'), 56.1 (-OCHs), 43.5 (C-5), 42.0 (-CH,-CH,-CHs),
33.9 (C-4), 23.8 (-CHy-CH,-CHs3), 11.5 (-CH,-CH2-CH3). MS (LSIMS):
m/z calculado para Ci4H21N40> [M + H]*: 277.1665, encontrado: 277.1675.

3-(2-Amino-5-metoxifenil)-N-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazolo-1-
carboxamida (FAB-7)

A partir de 0.4 mmol (136 mg) de
120g, se obtienen 0.38 mmol (120 mg)
de un sélido blanco. Rto: 96%, Pf: 168
- 170 °C.

'H RMN (499.79 MHz, CDCls): § 7.64
(s, 1H, -CONH-), 7.49 (dt, 2H, H-2", H-6", Jo»3» = Jgs» = 8.1 Hz, Jy».4» = Jor.4» =
1.1 Hz), 7.31 (dd, 2H, H-3", H-5", J3.» = Jsr.e» = 8.1 Hz, J3.a» = Js.ar= 7.5 Hz),
7.05 (tt, 1H, H-4", Jy3 = Jys» = 7.5 Hz, Jar-2» = Jarer = 1.1 Hz,), 6.87 (dd, 1H,
H-4', Jy.3 = 8.8 Hz, Jsw = 2.8 Hz), 6.78 (d, 1H, H-6', Jo.s = 2.8 Hz), 6.75 (d,
1H, H-3', Jy.4 = 8.8 Hz), 5.27 (sa, 2H, -NH,), 4.02 (t, 2H, H-5, Js.4 = 10.3 Hz),
3.78 (s, 3H, -OCHs), 3.36 (t, 2H, H-4, Jss = 10.3 Hz). 13C RMN (125.69 MHz,
CDCl5): 6 155.4 (-CONH-), 152.0 (C-3), 151.6 (C-5"), 140.6 (C-2'), 138.5 (C-
1), 129.1 (C-2", C-6"), 123.3 (C-4"), 119.4 (C-3", C-5"), 117.9 (C-4'), 117.6
(C-3"), 114.6 (C-1), 114.3 (C-6'), 56.2 (-OCHs), 43.2 (C-5), 34.2 (C-4). MS
(LSIMS): m/z calculado para Ci7H19N4O> [M + H]*: 311.1508, encontrado:
311.1516.
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3.1.3. Sintesis de la Familia B

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 2-
nitrobenzoatos de etilo (121a-b)

o] o)
Rise oy _EIOH R o~
| P H,SO,
N02 N02

121a-b

Se disuelven 20 mmol del correspondiente derivado del acido 2-
nitrobenzoico en 25 ml de EtOH absoluto. A continuacidn, se afladen 1.5
ml de acido sulfurico y se calienta a reflujo durante 24 horas. Transcurrido
este tiempo, se concentra al rotavapor para eliminar el disolvente
organico. El residuo obtenido se somete a una extraccién con una solucion
acuosa de NaOH al 10% (20 ml) y AcOEt (3 x 30 ml), se relnen las fases
organicas, se lavan con salmuera, se secan con NaSQ4 anhidro, se filtran y
se concentran al rotavapor.

2-Nitrobenzoato de etilo (121a)*®°

Partiendo de 20 mmol (3.34 g) de acido 2-nitrobenzoico se obtienen 16.67
mmol (3.25 g) de un sirupo amarillo. Rto: 82 %

5-Metoxi-2-nitrobenzoato de etilo (121b)*°

Partiendo de 20 mmol (3.94 g) de acido 5-metoxi-2nitrobenzoico se
obtienen 14.6 mmol (3.28 g) de un sirupo marron. Rto: 73%

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 2-
nitrobenzohidrazida (122a-b)"'®°

O O

R, o~ NHoNH, R, N NH2
EtOH H
NO, NO,
121a-b 122a-b

Se disuelven 15 mmol del correspondiente nitrobenzoato de etilo (121a-
b) en 6 ml de EtOH y se afiaden 72 mmol (3.5 ml) de hidrazina
monohidrato. La mezcla se calienta hasta reflujo durante 5 horas.
Transcurrido este tiempo se concentra al rotavapor conectado a una
bomba de aceite para eliminar todo el disolvente. El resultado es un sirupo
de color oscuro que se utiliza directamente en la siguiente reaccidn.
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Procedimiento general para la obtencion de los derivados de
isopropiliden-2-nitrobenzohidrazida (123a-b)

0 (0]
(@]
H —_—
H
NO, EtOH

NO,
122a-b 123a-b

Trabajando en condiciones de atmédsfera inerte de Ar, se disuelve la
correspondiente nitrobenzohidrazida (122a-b) en 10 ml de EtOH absoluto,
para adicionar seguidamente 44 mmol (3.2 ml) de acetona anhidra. Se
mantiene con fuerte agitacion a temperatura ambiente durante 4 horas.
Transcurrido este tiempo, en el caso de aparecer un precipitado, se filtra
a través de Buchner y Kitasato, si por el contrario, se mantiene como
disolucidn se concentra al rotavapor para eliminar los disolventes
orgdnicos. El crudo obtenido se somete a una extraccién con agua (20 ml)
y DCM (3 x 30 ml), se retinen las fases organicas, se lavan con salmuera, se
secan con NaSO; anhidro, se filtran y se concentran al rotavapor.
Purificacién por columna cromatografica de silicagel, mezcla de eluyentes
AcOEt:Hex (1:3).

N'-Isopropiliden-2-nitrobenzohidrazida

(123a)160 T
U AT
Se obtienen 12.6 mmol (2.78 g) de un sdlido NO,

amarillo. Rto: 84%. Pf: 207 - 209 °C.

N'-Isopropiliden-5-Metoxi-2-nitro-benzohidrazida (123b)*%°

Se obtienen 10.8 mmol (2.71 g) de un sdlido o Q N
: . . _ o - -
amarillo. Rto: 72%. Pf: 215 - 218 °C. \©\)L” \T/
NO,
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Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 2,2-
dimetil-5-(2-nitrofenil)-2,3-dihidro-1,3,4-tiadiazol (124a-b)*°

o Reactivo SJ(
/O\dj\N,N\\( de Lawesson R1\©(‘\\N/NH
H p-Xileno
NO- NO,
123a-b 124a-b

Se disuelven 2 mmol del correspondiente derivado de isopropiliden-2-
nitrobenzohidrazida (123a-b) en 20 ml de p-xileno a los que,
posteriormente, se afiaden 1.25 mmol (505 mg) de reactivo de Lawesson.
Esta mezcla se calienta hasta reflujo (140 °C), durante 5 horas.
Transcurrido este tiempo se concentra al rotavapor conectado a una
bomba de aceite para eliminar todos los disolventes. El crudo de reaccién
se utiliza directamente como producto de partida para la siguiente.

Procedimiento general para la obtencién de los derivados N-
sustituidos de 2,2-dimetil-5-(2-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (125a-e)

~ N’
R'I \N NH S R1 \N \ﬁ
DCM o
NO, NO,
124a-b 125a-¢

Trabajando en condiciones de atmdsfera inerte de Ar, se disuelve el crudo
de la reaccion anterior (124a-b) en 3 ml de CH,Cl, anhidro. A continuacion,
se afladen 2 mmol (279 pl) de trietilamina y 3 mmol del correspondiente
isocianato. La mezcla de reaccidn se irradia en microondas a 80 °C durante
20 min. Transcurrido este tiempo, se concentra al rotavapor y se purifica
directamente por columna cromatografica de silicagel, mezcla de
eluyentes AcOEt:Hex (1:10).
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2,2-Dimetil-N-etil-5-(2-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (125a)

A partir de 2 mmol de 124a y utilizando 3
mmol (237 pl) de isocianato de etilo, se Q(

S O

N~

obtienen 1.32 mmol (407 mg) de un aceite & 5]
amarillo. Rto: 66%. 5'©\1/-LN HN\\
4 > 2' N02

'H RMN (499.79 MHz, CDCls): 67.72 (dd, 1H,
H-3’, Jy4 = 7.9 Hz, J35 = 1.3 Hz), 7.60 (ddd,
1H, H-5', Js.y = 7.8 Hz Js.¢ = 7.6 Hz, Js.3 = 1.3 Hz), 7.55 (ddd, 1H, H-4’, Jy3
=7.9Hz, Jy.s= 7.8 Hz, Jy.s = 1.6 Hz), 7.52 (dd, H-6’, Jo-s'= 7.6 Hz, Jow = 1.6
Hz), 5.82 (sa, 1H, -CONH-), 3.26 (m, 2H, -CH»-CH3), 2.07 (s, 6H, 2x-CHs), 1.16
(t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.3 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCls): 5154.6 (-CONH-
), 148.6 (C-2’), 140.1 (C-5), 132.1 (C-5), 130.7, 130.6 (C-6’, C-4’), 124.4 (C-
1’), 123.9 (C-3’), 82.5 (C-2), 35.1 (-CH2-CHs), 29.8 (2x-CHs), 15.3 (-CH,-CHs).
MS (LSIMS): m/z calculado para CizHigN4OsNaS [M + Na]*: 331.0841,
encontrado: 331.0830.

2,2-Dimetil-5-(2-nitrofenil)-N-propil-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (125b)

A partir de 2 mmol de 124a y utilizando 3
mmol (281 ul) de isocianato de propilo, se Sﬂ( 0
"5l ,N\/(

obtienen 1.20 mmol (387 mg) de un aceite SIKG\II\N
amarillo. Rto: 60%. 1 HN
4'I Z \\\

2°NO

1H RMN (499.79 MHz, CDCl3): §7.69 (dd, ’ :
1H, H-3’, J3.4 = 7.8 Hz, J3.5 = 1.3 Hz), 7.59

(ddd, 1H, H-5’, Js4» =7.7 Hz, Js-e = 7.6 Hz, Js.3 = 1.3 Hz), 7.53 (ddd, 1H, H-4’,
Jyo3=7.8Hz, Jys, =7.7 Hz, Jy.¢ = 1.6 Hz), 7.49 (dd, H-6’, Jo.s= 7.6 Hz, Jg.ar =
1.5 Hz), 5.88 (sa, 1H, -CONH-), 3.18 (m, 2H, -CH,-CH,-CHs), 2.05 (s, 6H, 2x-
CHs), 1.53 (m, 2H, -CH,-CH,-CH3), 0.93 (t, 3H, -CH,-CH,-CHs, J = 7.4 Hz). 3C
RMN (125.69 MHz, CDCls): & 154.7 (-CONH-), 148.6 (C-2’), 139.9 (C-5),
132.0 (C-5), 130.6 (C-6", C-4’), 124.2 (C-1’), 123.8 (C-3), 82.5 (C-2), 42.0 (-
CH,-CH»-CH3), 29.8 (2x-CHs), 23.3 (-CH,-CH»-CHs), 11.4 (-CH,-CH,-CHs). MS
(LSIMS): m/z calculado para Ci14H19N4OsS [M + H]*: 323.1178, encontrado:
323.1169.
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2,2-Dimetil-N-fenil-5-(2-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (125c)

A partir de 2 mmol de 124ay utilizando

3 mmol (326 pl) de isocianato de fenilo, Sg% o

se obtienen 1.26 mmol (449 mg) de un BN ,N~/( 2 g

sélido amarillo. Rto: 63%. S@N HN@ &
4 I/z' NO, & o

'H RMN (499.79 MHz, CDCls): §7.91 (sa, ®

1H, -CONH-), 7.74 (dd, 1H, H-3’, Jy.4 =

7.8 Hz, J3.5= 1.3 Hz), 7.64 (ddd, 1H, H-5', Js.4 = 7.7 Hz, Js.¢ = 7.6 Hz, Js.3 =
1.4 Hz), 7.59 (ddd, 1H, H-4’, Jyy = 7.8 Hz, Jy.s = 7.7 Hz, Jy-g = 1.6 Hz), 7.54
(dd, H-6', Jg-s = 7.6 Hz, Jo.s = 1.5 Hz), 7.49 (dd, 2H, H-2", H-6", Jyr.3» = Jgr-5 =
8.6 Hz, Jy4» = Je4»= 1.1 Hz), 7.31 (m, 2H, H-3”, H-5"), 7.06 (td, 1H, H-4", J-.
y=Jysr=7.4Hz, Jyra=Jore=1.1Hz),2.11 (s, 6H, 2x-CHs). 3C RMN (125.69
MHz, CDCls): & 151.7 (-CONH-), 148.6 (C-5), 141.0 (C-2’), 138.3 (C-1"),
132.1 (C-6’), 131.0 (C-5"), 130.6 (C-4’), 129.1 (C-3”, C-5”), 123.8 (C-4"),
123.7 (C-1’), 123.4 (C-3’), 119.4 (C-2”, C-6”), 82.4 (C-2), 29.8 (2x-CH3). MS
(LSIMS): m/z calculado para Ci7HigN4OsNaS [M + Nal]*: 379.0841,
encontrado: 379.0837.

2,2-Dimetil-N-etil-5-(5-metoxi-2-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (125d)

A partir de 2 mmol de 124b y utilizando 3

mmol (237 pl) de isocianato de etilo, se Sﬂ( o

obtienen 1.24 mmol (476 mg) de un sdlido o 8 sl /N~/(

blanco. Rto: 62%. Pf: 164 - 167 °C. 5'\©ka HN—
¥ N0,

'H RMN (400.17 MHz, CDCls): & 7.94 (d, °

1H, H-3’, J3.4= 8.9 Hz), 7.01 (d, 1H, H-4’, J

=2.7 Hz), 6.99 (s, 1H, H-6'), 5.88 (sa, 1H, -CONH-), 3.92 (s, 3H, -OCHs), 3.32
-3.22 (m, 2H, -CH,-CHs), 2.10 (s, 6H, 2x-CHs), 1.16 (t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.2
Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCl3): & 162.7 (C-5’), 154.8 (-CONH-), 141.7,
141.2 (C-2, C-5), 127.9 (C-1’), 127.1 (C-3’), 116.2 (C-6"), 115.3 (C-4’), 82.8
(C-2), 56.3 (-OCHs3), 35.1 (-CH,-CH3), 29.7 (2x-CHs), 15.4 (-CH,-CHs). MS
(LSIMS): m/z calculado para CisHisN4sO4NaS [M + Nal]*: 361.0946,
encontrado: 361.0954.
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2,2-Dimetil-5-(5-metoxi-2-nitrofenil)-N-propil-1,3,4-tiadiazolo-
3(2H)-carboxamida (125e)

A partir de 2 mmol de 124b y utilizando
3 mmol (281 pl) de isocianato de propilo, A(
S (0]
~ ,N\(

se obtienen 1.30 mmol (458 mg) de un o & s
aceite amarillo. Rto: 65%. - @N HN\\\
4 2 2°NO;

'H RMN (499.79 MHz, CDCls) §7.91 (d,
1H, H-3’, J = 9.0 Hz), 7.00 (d, 1H, H-4’, J4-
¢ = 2.8 Hz), 6.98 (d, 1H, H-6", Jo-a = 2.9 Hz), 5.93 (sa, 1H, -CONH-), 3.91 (s,
3H, -OCHs), 3.19 (m, 2H, -CH»-CH>-CHs), 2.09 (s, 6H, 2x-CH3s), 1.54 (m, 2H, -
CH,-CHs), 0.92 (t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.4 Hz). 3*C RMN (125.69 MHz, CDCls):
5162.6 (C-5'), 154.9 (-CONH-), 141.7, 141.1 (C-2’, C-5), 127.8 (C-1’), 126.9
(C-3"), 116.1 (C-6’), 115.3 (C-4), 82.7 (C-2), 56.3 (-OCH3), 42.0 (-CH,-CH,-
CHs), 29.7 (2x-CH3), 23.4 (-CH>-CH>-CH3), 11.5 (-CH,-CH;-CH3). MS (LSIMS):
m/z calculado para CisH;1N4O0sS [M + H]*: 353.1284, encontrado:
353.1309.

Procedimiento general para la obtencién de los derivados N-
sustituidos de 5-(2-aminofenil)-2,2-dimetil-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (FAB-8 — FAB-12)
S S/VN HN-R,
\N»

N HN—-R,
R1\©&,¢ \«O SnClp R1\Ej\/‘\ \\<
EtOH
NO Z>NH,

o
2

125a-e FAB-8 - FAB-12

A una disolucidn de 0.4 mmol del correspondiente nitroareno (125a-e) en
10 ml de EtOH se le afiaden 2 mmol (453mg) de cloruro de estafio (ll). La
mezcla resultante se lleva a reflujo durante 2 horas, transcurrido este
tiempo, la reaccion se neutraliza mediante la adicién de 10 ml de una
solucion saturada de NaHCOs. Se concentra al rotavapor para eliminar el
exceso de EtOH y se procede a la extraccion de la fase acuosa con AcOEt
(3 x 15 ml), las fases organicas se secan con NaSO, anhidro, se filtran y se
concentran al rotavapor. Purificacion por columna cromatografica de
silicagel, mezcla de eluyentes AcOEt:Hex (1:8).
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5-(2-Aminofenil)-2,2-dimetil-N-etil-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (FAB-8)

A partir de 0.4 mmol (123 mg) de 1253, se

ti . | (94 i
obtienen 0.33 mmol (94 mg) de un sirupo Sik o
N~

marron. Rto: 84%. & 5[
o
'H RMN (400.17 MHz, CDCl3): §7.16 (m, 2H, 7 NH, \\

H-6", H-4’), 6.71 (m, 2H, H-5, H-3’), 5.69 (sa, s’
1H,-CONH-), 4.90 (sa, 2H, -NH,), 3.31 (m,

2H, -CH2-CH3), 2.02 (s, 6H, 2x-CHs), 1.16 (t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.3 Hz). 3C
RMN (100.73 MHz, CDCls): & 154.8 (-CONH-), 147.7 (C-2’), 145.2 (C-5),
131.0, 130.7 (C-6’, C-4’), 117.6, 116.4 (C-5’, C-3’), 113.5 (C-1"), 78.2 (C-2),
35.0 (-CH2-CHs), 29.5 (2x-CHs), 15.6 (-CH2-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado
para Ci3Hi1sNsONaS [M + Na]*: 301.1099, encontrado: 301.1087.

5-(2-Aminofenil)-2,2-dimetil-N-propil-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (FAB-9).

A partir de 0.4 mmol (129 mg) de 125b, se
obtienen 0.37 mmol (108 mg) de un sirupo 2
marron. Rto: 93%. 6 5[ ,N\/(

1 HN

'H RMN (499.79 MHz, CDClz): 6 7.17 (m, 4-' Zn NH, \\\
2H, H-6’, H-4’), 6.72 (m, 2H, H-5’, H-3’), o
5.77 (sa, 1H, -CONH-), 5.16 (sa, 2H,-NH,),
3.24 (m, 2H, -CH,-CH>-CHs), 2.03 (s, 6H, 2x-CHs), 1.56 (m, 2H, -CH,-CH>-
CHs), 0.94 (t, 3H, -CH,-CH,-CHs, J = 7.4 Hz). 3C RMN (125.69 MHz, CDCls):
6154.9 (-CONH-), 147.7 (C-2’), 145.3 (C-5), 131.0, 130.7 (C-4’, C-6’), 117.6,
116.3 (C-5’, C-3’), 113.5 (C-1’), 78.2 (C-2), 42.0 (-CH,-CH,-CH3), 29.5 (2x-
CHs), 23.5 (-CH»-CH»-CH3), 11.5 (-CH,-CH,-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado
para Ci4H21N40S [M + H]*: 293.1436, encontrado: 293.1440.

5-(2-Aminofenil)-2,2-dimetil-N-fenil-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (FAB-10)

A partir de 0.4 mmol (142 mg) de 125c,

se obtienen 0.35 mmol (114 mg) de un Sﬂ( o
N~

solido blanco. Rto: 87%, Pf: 113 - 116 °C. & sl , 2 g
Y N HN@ .
'H RMN (400.17 MHz, CDCls): §7.79 (s, | 4~ N,
- g

1H, -CONH-), 7.49 (d, 2H, H-2", H-6", J,.
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3= Jes»= 8.6 Hz), 7.36 (dd, 2H, H-3”, H-5", J3».» = Js».» = 8.6 Hz, J3».07 = J5r.s
= 7.4 Hz), 7.27 (m, 2H, H-6’, H-4’), 7.12 (t, H-4”, Jy.s» = Jar3» = 7.4 Hz), 6.80
(m, 2H, H-5, H-3’), 5.30 (sa, 2H, NH5), 2.15 (s, 6H, 2x-CHs). *C RMN (100.73
MHz, CDCls): & 151.9 (-CONH-), 148.9 (C-2’), 145.3 (C-5), 138.2 (C-1"),
131.4,130.8 (C-4’,C-6'),129.1 (C-2”,C-6"),123.6 (C-4"), 119.8 (C-3”, C-5"),
117.8,116.5 (C-3’, C-5’), 113.3 (C-1’), 78.2 (C-2), 29.6 (2x-CH3). MS (LSIMS):
m/z calculado para C17H19N4OS [M + H]*: 327.1280, encontrado: 327.1269.

5-(2-Amino-5-metoxifenil)-2,2-dimetil-N-etil-1,3,4-tiadiazolo-3(2H)-
carboxamida (FAB-11)

A partir de 0.4 mmol (135 mg) de 125d, se
obtienen 0.28 mmol (86 mg) de un sirupo Sé( o
amarillo. Rto: 70%. N—

5 1 HN\\
H RMN (499.79 MHz, CDCls): & 6.82 (dd, YT NH,

1H, H-4’, Jy.3 = 8.8 Hz, Jy.¢ = 2.7 Hz), 6.72
(d, 1H, H-6’, Jgy = 2.7 Hz), 6.70 (d, 1H, H-3’, Js.4 = 8.8 Hz), 5.74 (sa, 1H, -
CONH-), 5.22 (sa, 2H, -NH3), 3.75 (s, 3H, -OCHs), 3.32 (m, 2H, -CH,-CHs),
2.03 (s, 6H, 2xCHs), 1.17 (t, 3H, -CH,-CHs, J = 7.2 Hz). **C RMN (125.69 MHz,
CDCls): §154.8 (-CONH-), 151.7 (C-5), 147.2 (C-5’), 139.4 (C-2’), 118.5 (C-
4’),117.9 (C-3'), 114.4 (C-1’), 114.1 (C-6"), 78.5 (C-2), 56.4 (-OCHs), 35.2 (-
CH-CH3), 29.6 (2x-CHs), 15.6 (-CH2-CH3). MS (LSIMS): m/z calculado para
C14H21N405S [M + H]*: 309.1385, encontrado: 309.1382.

5-(2-Amino-5-metoxifenil)-2,2-dimetil-N-propil-1,3,4-tiadiazolo-
3(2H)-carboxamida (FAB-12)

se obtienen 0.27 mmol (88 mg) de un

. . 6'
sirupo amarillo. Rto: 68%. /%\@ka HN
f
¢ 3' 2 NH2 \\\

'H RMN (499.79 MHz, CDCl;): §6.83 (dd,
1H,H-4', Jy3=8.8 Hz, Jy.¢ = 2.8 HZ), 6.73
(d, 1H, H-6’, Jo—s = 2.8 Hz), 6.70 (d, 1H, H-3’, J3.» = 8.8 Hz), 5.80 (sa, 1H, -
CONH-), 5.25 (sa, 2H, -NH,), 3.75 (s, 3H, -OCHs), 3.24 (m, 2H, -CH»-CH>-CH3),
2.03 (s, 6H, 2xCHs), 1.56 (m, 2H, -CH,-CH3), 0.94 (t, 3H, -CH,-CHs3, J = 7.4
Hz).3C RMN (125.69 MHz, CDCl3): §155.1 (-CONH-), 152.0 (C-5), 147.4 (C-
5’), 139.7 (C-2’), 118.8 (C-4’), 118.2 (C-3’), 114.7 (C-1’), 114.4 (C-6'), 78.8
(C-2), 56.3 (-OCHs), 42.3 (-CH,-CH,-CH3), 29.8 (2x-CH3), 23.8 (-CH,-CH,-
CH3), 11.7 (-CHz-CH2-£H3). MS (LS'MS): m/z calculado para CisH23N40,S (M
+ H]*: 323.1542, encontrado: 323.1563.

A partir de 0.4 mmol (141 mg) de 125e,
2
SJ( 0
< N~
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3.1.4. Sintesis de la Familia C
Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 3-
hidroxi-3-fenilpropanonitrilo {(126b-d)

o CH,CN OH _N
R1\(j\)KH n-BuLi R1\©\)\//
THF
Z N0, NO,
116b-d 126b-d

La noche anterior a la reaccién se debe anhidrificar un matraz de 3 bocas,
un embudo de adicién y un fijador de termdmetros, todos sin las partes
de plastico. Trabajando en condiciones de atmédsfera inerte de Ar,
realizamos el siguiente montaje: Una boca para termdmetro de baja
temperatura, otra boca para el embudo de adicién y la dltima para el
septum con entrada de Ar.

En el matraz se introducen 20 ml (2/3 del volumen total) de THF anhidro y
se reduce la temperatura hasta - 78 °C usando un bafio de hielo seco y
acetona. Seguidamente, se adicionan 20 mmol (12.5 ml) de butil-litio 1.6
M en hexano y, gota a gota, adicionamos 30 mmol (1.572 ml) de
acetonitrilo. Se agita durante 1 hora, hasta que la disolucién toma un ligero
color salmén. Transcurrido este tiempo, se procede a disolver 10 mmol del
derivado de 2-nitrobenzaldehido correspondiente, 116b-d, con 10 ml de
THF en el propio embudo de adicidn. A continuacidn, esta disolucidon se
hace gotear sobre la reaccidn, vigilando que la temperatura no suba de -
60 °C. Una vez completado este proceso se deja agitando otros 30 minutos
a-78°C, se retira el bafio y se deja que la reaccion alcance la temperatura
ambiente.

La reaccidon se neutraliza mediante la adicion de 25 ml de H,O fria,
seguidamente se concentra al rotavapor. El crudo resultante se extrae en
con AcOEt (3 x 30 ml) afiadiendo una solucién de HCl al 2% para observar
la separacion de fases. Las fases orgdnicas se lavan con una solucién
saturada de NaHCOsy salmuera. Por ultimo, se seca con Na,SO,4 anhidro,
se filtra y se concentra al rotavapor. Purificacion por cromatografia en
columna (AcOEt.Hex) (1:4).
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3-(5-Cloro-2-nitrofenil)-3-hidroxi-propanonitrilo (126b)*>’

Utilizando 10 mmol (1.85 g) de 116b, se obtienen

7.09 mmol (1.60 g) de un sélido marrén. Rto: cl 2N
71%. Pf: 63 - 64 °C.
NO

3-Hidroxi-3-(5-metoxi-2-nitrofenil)propanonitrilo (126c)*>’

Utilizando 10 mmol (1.81 g) de 116c, se
obtienen 8.62 mmol (1.91 g) de un sdlido 0 N
naranja. Rto: 86%. Pf: 88 - 90 °C. |

Z>No
2
3-Hidroxi-3-(2-nitrofenil)propanonitrilo
(126d)*4
Utilizando 10 mmol (1.51 g) de 116d, se obtienen OH

/N
9.29 mmol (1.78 g) de un sdélido naranja. Rto: 93%. i
Pf: 82 - 85 °C. NO

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de 3-
amino-1-(2-nitro-5-sustituidofenil)propan-1-ol (127b-d)

OH OH
R, N BHs R, “ " b: $Cl
—_—
THF P 2 R, | € §OCH;
N02 NOZ

d: %—H

126b-d 127b-d

Trabajando en condiciones de atmdsfera inerte de Ary a 0 °C por bafio de
hielo, se anaden 10 ml de BH; 1 M en THF sobre 2 mmol los derivados
126b-d. Tras 5 horas de agitacion a temperatura ambiente, se vuelve a
bajar la temperatura a 0 °C, para afiadir cuidadosamente 10 ml de una
solucién de HCI 6 N muy fria. A continuacidn, la reaccidén se concentra al
rotavapor para eliminar los disolventes organicos, la solucién acuosa
resultante tiene un marcado caracter acido, por lo que se neutraliza con
una solucién de NaOH 10 M hasta alcanzar un pH = 8 - 9. Se procede a
extraer con AcOEt (3 x 15 ml), se reunen las fases organicas, se lava con
salmuera, se seca con NaSO, anhidro, se filtra y se concentra al rotavapor.
El crudo resultante se somete a una percolacién en silicagel, mezcla de
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eluyentes (DCM:MeOH) (8:2) saturado con NH4OH. Por ultimo, se elimina
el DCM al rotavapor y el producto disuelto en MeOH se utiliza
directamente en la siguiente reaccién.

Procedimiento general para la obtencion de los derivados de
benzimidotioato de bencilo (128b-d)

S Br NH
H2N PR S
CHCl,
R R,

2

128b-d

Se disuelven 5 mmol de la correspondiente benzotioamida de origen
comercial en 15 ml de CHCls, a continuacion, se afladen 5.5 mmol (634 pl)
de bromuro de bencilo y se calienta a reflujo durante 2 horas. Transcurrido
este tiempo, el matraz se enfria hasta temperatura ambiente y sumerge
en un bano de hielo, esto produce la aparicién de un precipitado blanco
gue aumenta durante las siguientes 12 horas. Se separa dicho sdlido
gracias a una placa filtrante y un matraz Kitasato.

Hidrobromuro de benzimidotioato de bencilo (128b)!6°

Utilizando 5 mmol (0.69 g) de benzotioamida,
se obtienen 4.7 mmol (1.45 g) de un sélido 2 2

' 1 1
blanco. Rto: 94%. Pf: 194 - 196 °C. ° g s e
& 6 6 4

'H-RMN (300.20 MHz, CD30D): §8.11 — 8.03

(m, 2H, H-2, H-6), 7.94 — 7.80 (m, 3H, H-3, H-4, H-5), 7.68 (t, 2H, H-2’, H-6’,
J=7.8Hz),7.56 (t, 1H, H-4’, J = 7.2 Hz) 7.48 (t, 2H, H-3’, H-5", J = 7.3 Hz),
4.41 (s, 2H, -CHy-). MS (LSIMS): m/z calculado para CisHiaN [M+H]":
228.0841, encontrado 228.0845.

Hidrobromuro de 4-clorobenzimidotioato de bencilo (128c)*®

Utilizando 5 mmol (0.86 g) de 4- » NH
clorobenzotioamida, se obtienen 4.5 3 g S 3
mmol (1.54 g) de un sdlido blanco. Rto: 90 | _ 4

4 & 6 Cl
%. Pf: 182 - 184 °C. 5' 5
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'H RMN (300.20 MHz, DMSO-ds): §7.93 (d, 2H, H-2, H-6, J,.3 = Jo.s = 8.5 Hz),
7.72 (d, 2H, H-3, H-5, Js2 = Js.s= 8.5 Hz), 7.53 (d, 2H,H-2’, H-6, J = 6.8 Hz),
7.48 — 7.33 (m, 3H, H-3’, H-5', H-4’), 4.77 (s, 2H, -CH,-). MS (LSIMS): m/z
calculado para Ci4H13NSCI [M+H]*: 262.0457, encontrado 262.0459.

Hidrobromuro de 4-(trifluorometil)benzimidotioato de bencilo
(128d)

Utilizando 5 mmol (1.02 g) de 4- NH
(trifluorometil)benzotioamida, se o 2 ;2 .
obtienen 3.95 mmol (1.48 g) de un sélido ©/\S )
blanco. Rto: 79%. Pf: 147 - 150 °C. g 8 N7 CF,

'H RMN (300.20 MHz, DMSO-ds): §11.02 (sa, 1H, C=NH), 8.08 (d, 2H, H-2,
H-6, J2.3 = Jo.s = 7.7 Hz), 8.00 (d, 2H, H-3, H-5, J3 = Jss = 7.7 Hz), 7.53 (d,
2H,H-2’, H-6’, J = 7.0 Hz), 7.39 (p, 3H, H-3’, H-5',H-4’, J = 7.5 Hz), 4.75 (s,
2H, -CH,-). 2*C NMR (100.70 MHz, DMSO-ds) & 166.68 (C=NH), 137.32 (C-
1’), 135.01 (C-1), 132.72 (C-4), 129.39 (C-2, C-6), 128.41 (C-3’, C-5"), 128.34
(C-2’, C-6’), 127.31 (C-4’), 125.26 (q, C-3, C-4, J = 3.4 Hz), 123.40 (q, CFs, J =
272.4 Hz), 41.58 (-CHy-). MS (LSIMS): m/z calculado para CisHi3NSF3
[M+H]*: 296.0721, encontrado: 296.0733.

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de N-(3-
hidroxi-3-(2-nitro-5-sustituidofenil)propil)imidamidas (129a-i)

NH NH
R OH EtOJ\ 0 Ph/\SJ\Rg OH )N]\l_'
1 S NH, 128a 1280-d M N" R,
= EtOH 4
NO2 N02
127b-d 129a-i

Sobre una solucién de 2 mmol de cada una de las aminas 127b-d en 10 ml
MeOH, enfriada a 0 °C mediante bafio de hielo, se afiaden 3 mmol de los
diferentes imidatos 128a-d. Se mantiene agitando la mezcla de reaccién
durante 15 horas a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo, se
concentra a rotavapor para eliminar los disolventes organicos. El crudo
resultante se somete a purificacion por cromatografia en columna
(DCM:MeOH) (9:1) saturando con NH,OH.
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N-(3-(5-Cloro-2-nitrofenil)-3-hidroxipropil)acetimidamida (129a)

A partir de 2 mmol de 127b y 3 mmol (368
mg) de 128a se obtienen 0.8 mmol (1.91
g) de un sirupo naranja. Rto: 40%.

'H RMN (499.79 MHz, CDsOD) & 8.00 (d,
1H, H-3”, J3».4»= 8.7 Hz), 7.91 (d, 1H, H-6",
Jerar=2.3 Hz), 7.51 (dd, 1H, H-4”, Jy»3»= 8.7 Hz, Jo.¢» = 2.3 Hz), 5.27 (dd, 1H,
H-3’,/=9.5Hz,J=2.3 Hz), 3.60-3.45 (m, 2H, H-1'), 2.41 - 2.29 (m, 1H, H-
2’b), 2.26 (s, 3H,-CHs), 1.91 — 1.78 (m, 1H, H-2’b). 3C RMN (125.69 MHz,
CDs0D) §166.20 (C-2), 146.99 (C-1”), 144.35 (C-2"), 141.08 (C-5"), 129.51,
129.18, 127.46 (C-3”, C-4”, C-6"), 67.24 (C-3’), 40.55 (C-1'), 37.15 (C-2),
19.04 (-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para CiiHisN3OsCl [M + H]*:
272.0796, encontrado: 272.0789.

N-(3-Hidroxi-3-(5-metoxi-2-nitrofenil)propil)acetimidamida (129b)

A partir de 2 mmol de 127c y 3 mmol (368
mg) de 128a se obtienen 0.96 mmol (257
mg) de un sirupo marrén. Rto: 48%.

'H RMN (300 MHz, CDsOD) & 8.08 (d, 1H,
H-3”, J3»4»= 9.1 Hz), 7.44 (d, 1H, H-6", Je".
4= 2.7 Hz), 7.00 (dd, 1H, H-4”, Jy.» = 9.1 Hz, Ja¢» = 2.7 Hz), 5.42 (dd, 1H,
H-3’,J=9.3 Hz, J = 2.0 Hz), 3.93 (s, 3H, -O-CHs), 3.60 — 3.50 (m, 2H, H-1’),
2.28 (s, 3H, -CHs), 2.21 - 2.08 (m, 1H, H-2’b), 1.90 — 1.76 (m, 1H, H-2’a). 13C
RMN (100.70 MHz, CDsOD) 166.14 (C-2), 165.50 (C-5”), 145.66 (C-1”),
141.24 (C-2”), 128.65 (C-3”), 114.16 (C-4”), 113.65 (C-6"), 67.68 (C-3'),
56.59 (-O-CHs), 40.71 (C-1’), 37.29 (C-2’), 19.07 (-CHs). MS (LSIMS): m/z
calculado para Ci2H1sN304 [M + H]*: 268.1297, encontrado: 268.1292.

N-(3-Hidroxi-3-(5-metoxi-2-nitrofenil)propil)benzimidamida (129c)

A partir de 2 mmol de 127c y 3 mmol
(924 mg) de 128b se obtienen 1.48
mmol (487 mg) de un sirupo marroén.
Rto: 74%.

H RMN (499.79 MHz, CD;0D) &58.14
(d, 1H, H-3”, J3».4» = 9.1 Hz), 7.88 (d, 2H, H-2"", H-6"", J = 7.3 Hz), 7.78 (t,
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1H, H-4"" J = 7.5 Hz), 7.68 (t, 2H, H-3""", H-5""", J = 7.8 Hz), 7.53 (d, 1H, H-6",
Jor-a» = 2.8 Hz), 7.05 (dd, 1H, H-4”, Ja».3» = 9.1 Hz, Ja».¢» = 2.8 Hz), 5.59 (dd,
1H, H-3’,J = 9.4 Hz, J = 2.1 Hz), 3.98 (s, 3H, -O-CHs), 3.93 — 3.87 (m, 1H, H-
1’a), 3.83 = 3.77 (m, 1H, H-1’b), 2.39 — 2.31 (m, 1H, H-2’a), 2.06 — 1.98 (m,
1H, H-2’b). 3C RMN (125.69 MHz, CD;0OD) & 165.84 (C-2), 165.51 (C-5”),
145.67 (C-1”), 141.13 (C-2”), 134.61 (C-1""), 130.57 (C-3”), 130.36 (C-2"",
C-6""), 128.96 (C-3", C-5'"), 128.70 (C-4’"), 114.21 (C-4”), 113.70 (C-6"),
67.80 (C-3’), 56.66 (-O-CH3), 41.43 (C-1’), 37.24 (C-2’). MS (LSIMS): m/z
calculado para Ci7H20N304 [M + H]*: 330.1454, encontrado: 330.1449.

4-Cloro-N-(3-hidroxi-3-(5-metoxi-2-nitrofenil)propil)benzimidamida
(129d)

A partir de 2 mmol de 127c y 3
mmol (1.02 g) de 128c se obtienen
1.32 mmol (480 mg) de un sirupo
naranja. Rto: 66%.

'H RMN (499.79 MHz, CDsOD) &
8.14 (d, 1H, H-3”, J3».4»= 9.1 Hz), 7.85 (d, 2H, H-2""", H-6"", Jy».3» = Jgrsm =
8.7 Hz), 7.68 (d, 2H, H-3"", H-5"", J3»p» = Js.g» = 8.7 Hz), 7.51 (d, 1H, H-6",
Jora» = 2.8 Hz), 7.04 (dd, 1H, H-4”, J4».3»= 9.1 Hz, Jsv¢» = 2.8 Hz), 5.55 (dd,
1H, H-3', J3.22= 10.4 Hz, J32p = 2.1 Hz), 3.97 (s, 3H, -O-CHs), 3.92 — 3.82 (m,
1H, H-1a), 3.79 - 3.72 (m, 1H, H-1'b Hz), 2.37 — 2.27 (m, 1H, H-2’b), 2.04 —
1.94 (m, 1H, H-2"a). 3C RMN (125.69 MHz, CDs0D) §165.58 (C-2), 165.02
(C-5”), 145.74 (C-1”), 141.21 (C-2"), 140.76 (C-4""), 130.78 (C-2"", C-6""),
130.57 (C-3"”, C-5""), 129.27 (C-1"""), 128.73 (C-3”), 114.21 (C-4”), 113.71
(C-6"), 67.79 (C-3’), 56.62 (-O-CHs), 41.50 (C-1’), 37.22 (C-2’). MS (LSIMS):
m/z calculado para Ci7H1sN3O4Cl [M + HJ]*: 364.1059, encontrado:
364.1051.

N-(3-Hidroxi-3-(5-metoxi-2-nitrofenil)propil)-4-
(trifluorometil)benzimidamida (129e)

A partir de 2 mmol de 127c y 3
mmol (1.13 g) de 128d se obtienen
0.92 mmol (365 mg) de un sirupo
naranja. Rto: 46%.

H RMN (499.79 MHz, CDsOD) &
8.14 (d, 1H, H-3”, J3».4» = 9.1 Hz), 8.02 (d, 2H, H-2"", H-6"", Jy.3» = Jg. =
8.3 Hz), 7.97 (d, 2H, H-3"", H-5"", J3».y» = Js».e» = 8.3 Hz), 7.51 (d, 1H, H-6”,
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Jora = 2.8 Hz), 7.04 (dd, 1H, H-4”, Js»3» = 9.1 Hz, Jy.¢» = 2.8 Hz), 5.54 (dd,
1H, H-3’,J = 9.4 Hz, J = 2.1 Hz), 3.97 (s, 3H, -O-CHs), 3.91 — 3.84 (m, 1H, H-
1’a), 3.79 — 3.73 (m, 1H, H-1’b), 2.36 — 2.28 (m, 1H, H-2’a), 2.01 — 1.94 (m,
1H, H-2’b). 3C RMN (125.69 MHz, CDsOD) & 165.66 (C-2), 165.07 (C-5"),
145.80 (C-1"), 141.29 (C-2"), 135.75 (q, C-4"", J = 33.0 Hz), 134.56 (d, C-1"”,
J=1.2 Hz), 130.09 (C-2""", C-6""), 128.78 (C-3"), 127.28 (q, C-3"", C-5"", J =
3.8 Hz), 124.92 (q, CFs, J = 272.1 Hz), 114.20 (C-4”), 113.74 (C-6"), 67.80 (C-
3’), 56.59 (-O-CHs), 41.60 (C-1’), 37.20 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado
para CigH19N3O4F3 [M + H]*: 392.1328, encontrado: 398.1332.

N-(3-Hidroxi-3-(2-nitrofenil)propil)acetimidamida (129f)

A partir de 2 mmol de 127d y 3 mmol (368
mg) de 128a se obtienen 1.76 mmol (417 mg)
de un sirupo naranja. Rto: 88%.

'H RMN (400.45 MHz, CD:0D) §7.90 (dd, 2H,
H-6", H-3", Jo»5" = J3».4 = 7.5 Hz, J = 4.7 Hz),
7.71 (t,1H, H-4”, Ju».3» = Jars» = 7.5 Hz), 7.48 (t, 1H, H-5", Jsra» = Jsrer = 7.5
Hz), 5.24 (d,1H, H-3’, J = 9.2 Hz), 3.60 — 3.42 (m, 2H, H-1’), 2.26 (s, 3H, -
CHs), 2.19 — 2.07 (m, 1H, H-2’b), 1.95 — 1.84 (m, 1H, H-2’a). 3C RMN
(100.70 MHz, CDs0D) §166.08 (C-2), 148.74 (C-1”), 141.51 (C-2"), 134.70
(C-4”),129.40, 129.11 (C-5”, C-6"), 125.22 (C-3"), 67.34 (C-3'), 40.75 (C-1’),
37.29 (C-2’), 19.08 (-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci1H1sN303 [M
+ H]*: 238.1192, encontrado: 238.1178.

N-(3-Hidroxi-3-(2-nitrofenil)propil)benzimidamida (129g)

A partir de 2 mmol de 127d y 3 mmol
(924 mg) de 128b se obtienen 1.42
mmol (426 mg) de un sirupo marron.
Rto: 71%.

1H RMN (400.45 MHz, DMSO-ds) &
9.77 (sa, 1H, H-1), 9.48, 9.05 (sa, 1H, H-3) 7.91 (dd, 1H, H-6", Je~5» = 8.3 Hz,
J=1.1Hz),7.87 (dd, 1H, H-3”,J = 7.9 Hz, J35» = 1.3 Hz), 7.81— 7.67 (m, 4H,
H-4", H-2"", H-6"", H-4"), 7.61 (t, 2H , H-3"", H-5""", J = 7.6 Hz), 7.53 (dt,1H,
H-5”, Js».¢» = 8.3 Hz, Js~-3» = 1.3 Hz), 5.78 (d, 1H, -OH, J = 4.5 Hz), 5.14 (m,
1H, H-3’), 3.68 — 3.55 (m, 2H, H-1’), 2.15 — 2.04 (m, 1H, H-2’a), 1.98 — 1.87
(m, 1H, H-2’b). 3C RMN (100.70 MHz, DMSO-ds) §163.17 (C-2), 147.36 (C-
1”), 140.19 (C-2”), 133.49 (C-4”), 133.22 (C-4’""), 129.14 (C-1""), 128.88 (C-
2", C-6""),128.34,128.22 (C-5”, C-6”), 128.15 (C-3"”, C-5'”"), 123.89 (C-3"),
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65.40 (C-3’), 36.02 (C-1’), 30.70 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para
C16H1sN303 [M + H]*: 300.1348, encontrado: 300.1343.

4-Cloro-N-(3-hidroxi-3-(2-nitrofenil)propil)benzimidamida (129h)

A partir de 2 mmol de 127d y 3 mmol
(1.02 g) de 128c se obtienen 0.96
mmol (320 mg) de un sirupo
naranja. Rto: 48%.

'H RMN (499.79 MHz, CDsOD) 68.02
(ddd, 2H, H-3”, H-6", J= 8.2 Hz, J= 2.9 Hz, Je».+»= 1.2 Hz), 7.87 (d,2H, H-2"",
H-6""", Jyng = Jgm.sm = 8.7 Hz), 7.82 (dt, 1H, H-4", Ja-3» = Jars»= 7.4 Hz, Jar¢-
=1.2 Hz), 7.71 (d, 2H, H-3""",H-5"", J3».y» = Jsm.g» = 8.7 Hz), 7.58 (dt, 1H, H-
5”,J=7.5Hz, J=1.5 Hz), 5.42 (dd, 1H, H-3’, J = 9.6 Hz, J = 2.4 Hz), 3.90 -
3.84 (m, 1H, H-1a), 3.80 - 3.75 (m, 1H, H-1b), 2.38 — 2.31 (m, 1H, H-2b),
2.12 - 2.05 (m, 1H, H-2a). 3C RMN (125.69 MHz CDs;OD) & 165.01 (C-2),
148.81 (C-1”), 141.67 (C-4""), 140.74 (C-2"), 134.81 (C-4”), 130.83, 130.80
(c-2’,Cc-6""), 130.58 (C-3’”", C-5"""), 129.50, 129.19 (C-5”, C-6"), 129.23 (C-
1’”),125.30 (C-3”), 67.50 (C-3), 41.50 (C-1'), 37.29 (C-2’). MS (LSIMS): m/z
calculado para CigH17N30sCl [M + H]*: 334.0958, encontrado: 334.0987.

N-(3-hidroxi-3-(2-nitrofenil)propil)-4-(trifluorometil)benzimidamida
(129i)

A partirde 2 mmol de 127d y 3 mmol
(1.13 g) de 128d se obtienen 1.92
mmol (704 mg) de un sirupo
amarillo. Rto: 96%.

'H RMN (400.45 MHz, DMSO-ds) &
9.98 (sa, 1H, H-1), 9.60, 9.35 (sa, 1H, H-3), 7.98 (dd, 4H, H-3""", H-5""", H-2"",
H-6"",J=26.1z Hz, J = 8.3 Hz), 7.91 (d, 1H, H-6", J = 8.4 Hz), 7.86 (d, 1H, H-
3”, Jya» = 7.5 Hz), 7.76 (t, 1H, H-4”, Jg»3» = Jyrs» = 7.5 Hz), 7.52 (t, 1H, H-5”,
Jsv4» = 7.5 Hz), 5.82 (sa, 1H, -OH), 5.13 (dd, 1H, H-3’, J = 9.2 Hz, J = 2.1 Hz),
3.62 (m, 2H, H-1’), 2.15 — 2.05 (m, 1H, H-2’b), 1.99 — 1.88 (m, 2H, H-2’a).
13C RMN (100.70 MHz, DMSO-ds) §162.20 (C-2), 147.36 (C-1”), 140.19 (C-
2”), 133.52 (C-4"), 133.14 (d, C-1"", J = 1.0 Hz), 132.72 (g, C-4"”, J = 32.5
Hz), 129.40 (C-2”, C-6"""), 128.37, 128.22 (C-5”, C-6”), 125.77 (g, C-3"", C-
5, J = 3.7 Hz), 123.92 (C-3"), 123.56 (q, CF3, J = 272.8 Hz), 65.45 (C-3’),
40.02 (C-1), 35.94 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci17H17N303F; [M
+ H]*: 368.1222, encontrado: 368.1218.
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Procedimiento general para la obtencién de los derivados de N-(3-
(2-nitro-5-sustituidofenil)-3-oxopropil)imidamidas (130a-i)

OH )NLH Reactivo (0] NH
R de Jones
1 RN N R2 - . R1 N)J\ R2
| _ H Acetona H
NO. DCM NO2
129a-i 130a-i

Sobre una disolucién de 1.5 mmol del correspondiente 129a-i en 15 ml de
acetonay 15 ml de DCM, enfriada a 0 °C mediante bafio de hielo, se hacen
gotear 8 ml de reactivo de Jones. Tras 20 minutos de agitacidon, se
adicionan 10 ml de MeOH para frenar la reaccién; tras 10 minutos en
reposo se procede a eliminar el precipitado verde (correspondiente a las
sales de Cr) mediante filtracién. El liquido resultante se concentra al
rotavapor y se purifica por cromatografia en columna (DCM:MeOH) (10:1),
saturando con NH,OH.

N-(3-(5-Cloro-2-nitrofenil)-3-oxopropil)acetimidamida (130a)

A partir de 1.5 mmol (407 mg) de 129a se
obtienen 0.6 mmol (162 mg) de un sdlido
rojo-anaranjado. Rto: 40%. Pf: 153 - 155
°C.

14 RMN (400.45 MHz, CD;0D) 68.23 (d, 1H, H-3”, J3-4» = 8.6 Hz), 7.79 (dd,
1H, H-4”, Jur3 = 8.6 Hz, Jwrer = 2.2 Hz), 7.77 (d, 1H, H-6", Jer4 = 2.2 Hz), 3.76
(t, 2H, H-1, Jy.» = 5.8 Hz), 3.31 (t, 2H, H-2’, J».» = 5.8 Hz), 2.31 (s, 3H,-CHs).
13C RMN (125.69 MHz, CDs0D) §198.31 (C-3’), 164.88 (C-2), 143.97 (C-2"),
140.62 (C-5”), 138.12 (C-1”), 130.85 (C-4”), 127.40 (C-6"), 126.04 (C-3"),
39.84 (C-1’), 36.36 (C-2’), 17.65 (-CH3). MS (LSIMS): m/z calculado para
C11H13N30sCl [M + H]*: 270.0645, encontrado: 270.0629.

N-(3-(5-Metoxi-2-nitrofenil)-3-oxopropil)acetimidamida (130b)

A partir de 1.5 mmol (400 mg) de 129b se
obtienen 1.24 mmol (330 mg) de un sirupo
amarillo. Rto: 83%.

'H RMN (500.13 MHz, CD;0D): §8.22 (d,
1H, H-3", J3».4» = 9.2 Hz), 7.20 (dd, 1H, H-4”, Jyr3» = 9.2 Hz, Jyre» = 2.7 Hz),
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7.11(d, 1H, H-6", J4~.e» =2.7 Hz), 3.98 (s, 3H, -OCHs), 3.75 (t, 2H, H-1", Jy» =
6.0 Hz), 3.24 (t, 2H, H-2’, J.v = 6.0 Hz), 2.29 (s, 3H, -CHs). *C RMN (125.77
MHz, CDs0OD): §201.20 (C-3'), 166.27 (C-2), 166.16 (C-5”), 141.22 (C-2"),
139.28 (C-1”), 128.32 (C-3”), 116.51 (C-4”), 113.57 (C-6"), 57.21 (-OCHs),
41.44 (C-1’), 37.92 (C-2’), 19.06 (-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para
C12H16N304 [M + H]*: 266.1141, encontrado: 266.1147.

N-(3-(5-Metoxi-2-nitrofenil)-3-oxopropil)benzimidamida (130c)

A partir de 1.5 mmol (493 mg) de
129c¢ se obtienen 0.96 mmol (314 mg)
de un sirupo marrdén. Rto: 64%.

'H RMN (400.45 MHz, CD:0D) &8.23
(d, 1H, H-3", J3»4» = 9.1 Hz), 7.83 (d,
2H, H-2"", H-6"", J = 7.6 Hz), 7.76 (t, 1H, H-4"", J = 7.3 Hz), 7.64 (t, 2H, H-
3", H-5"",J=7.5Hz), 7.21 (dd, 1H, H-4”, J4»3» = 9.1 Hz, Jas = 2.0 Hz), 7.13
(d, 1H, H-6", Jg».a» = 2.0 Hz), 3.98 (s, 3H, , -O-CHs), 3.43 - 3.29 (m, 4H, H-1’,
H-2’). 3C RMN (100.70 MHz, CDs0D) §201.35 (C-3’), 168.49 (C-2), 166.16
(C-5”), 140.82 (C-2”), 139.18 (C-1”), 135.22 (C-4""), 128.90 (C-2"", C-6"),
128.85 (C-1"""), 128.62 (C-3’”, C-5""’"), 128.29 (C-3”), 116.71 (C-4”), 113.52
(C-6"),57.30 (-O-CH3), 45.93 (C-1’), 35.80 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado
para Ci7H1sN3O4 [M + H]*: 328.1297, encontrado: 328.1293.

4-Cloro-N-(3-(5-metoxi-2-nitrofenil)-3-oxopropil)benzimidamida
(130d)

A partir de 1.5 mmol (544 mg) de
129d se obtienen 0.99 mmol (357
mg) de un sirupo marrén. Rto:
66%.

'H RMN (400.45 MHz, CDsOD): &
8.26 (d, 1H, H-3", J.4» = 9.2 Hz), 7.82 (d, 2H, H-2"", H-6""", Jy.3» = Jgr.s =
8.5 Hz), 7.67 (d, 2H, H-3"", H-5""", J3p» = Jsm.g» = 8.5 Hz), 7.24 (dd, 1H, H-
4" Jp3=9.2, Jye = 2.7 Hz), 7.16 (d, 1H, H-6", Jea» = 2.7 Hz), 4.01 (s, 3H, -
OCHs), 3.97 (t, 2H, H-1’, Jyv.» = 5.6 Hz), 3.38 — 3.32 (m, 2H, H-2’). 3C RMN
(100.70 MHz, CDs0D) &201.28 (C-3’), 166.19 (C-2), 165.15 (C-5”), 141.19
(C-2”), 140.79 (C-1”), 139.30 (C-4""), 130.83 (C-2"", C-6"""), 130.75 (C-3"",
C-5'), 129.32(C-1"""), 128.36 (C-3”), 116.51 (C-4”), 113.64 (C-6"), 57.21 (-
OCHs), 47.94 (C-1’), 38.60 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para
C17H17N304Cl [M + H]*: 362.0908, encontrado: 362.0919.
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N-(3-(2-Nitrofenil)-3-oxopropil)acetimidamida (130f)

A partir de 1.5 mmol (355 mg) de 129f se
obtienen 0.84 mmol (197 mg) de un sirupo
naranja. Rto: 56%.

'H RMN (400.45 MHz, CDsOD): & 8.16 (d,
1H, H-3”, J37.4» = 8.2 Hz), 7.87 (dd, 1H, H-5",
./5".4" =7.8 HZ, Js".e" =73 HZ), 7.76 (dd, 1H, H-4", ./4".3" =8.2 HZ, .14".5" =7.8
Hz), 7.70 (d, 1H, H-6", Je».s» = 7.3 Hz), 3.74 (t, 2H, H-1’, J = 5.9 Hz), 3.31-
3.25 (m, 2H, H-2’), 2.28 (s, 3H, -CHs). **C RMN (100.70 MHz, CD;0D) &
201.04 (C-3'), 166.23 (C-2), 147.16 (C-2”), 137.68 (C-1"), 135.62 (C-5"),
132.48 (C-4”), 128.84 (C-6"), 125.52 (C-3”), 41.14 (C-1’), 37.94 (C-2’), 19.05
(-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci1H14N303 [M + H]*: 236.1035,
encontrado: 236.1043.

N-(3-(2-Nitrofenil)-3-oxopropil)benzimidamida (130g)

A partir de 1.5 mmol (455 mg) de
129g se obtienen 1.32 mmol (392 mg)
de un sirupo amarillo. Rto: 88%.

'H RMN (400.45 MHz, CDs0D) 68.22
(dd, 1H, H-3”, J = 8.2 Hz, J = 0.8 Hz),
7.91 (dt, 1H, H-5”,J = 7.6 Hz, J = 3.8 Hz), 7.85—7.79 (m, 3H, H-4”, H-2"", H-
6'”), 7.79 — 7.73 (m, 2H, H-4"", H-6"), 7.71 — 7.63 (m, 2H, H-3"", H-5""),
4.03-3.95 (m, 2H, H-1’), 3.50-3.32 (m, 2H, H-2). *3C RMN (100.70 MHz,
CDs0D) 6201.25 (C-3'), 166.11 (C-2), 147.24 (C-2"), 137.76 (C-1"), 135.69
(C-5”), 134.63 (C-4"""), 132.53 (C-4”), 130.70 (C-1""), 130.35 (C-2"”, C-6""),
129.02 (C-3, C-5""), 128.89 (C-6"), 125.60 (C-3”), 38.58 (C-1’), 37.57 (C-
2’). MS (LSIMS): m/z calculado para CigHigN3O3 [M + HJ]*: 298.1192,
encontrado: 298.1187.

4-Cloro-N-(3-(2-nitrofenil)-3-oxopropil)benzimidamida (130h)

A partir de 1.5 mmol (499 mg) de
129h se obtienen 0.67 mmol (223
mg) de un sélido blanco. Rto: 45%.
Pf: 177 - 179 °C.

'H RMN (400.45 MHz, CDs;OD) &
8.20 (dd, 1H, H-3”, J = 8.2 Hz, Js-s» = 0.9 Hz), 7.90 (td, 1H, H-5", Jse» = 7.6
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Hz, Js»3» = 0.9 Hz), 7.82 (d, 2H, H-2""", H-6"", Jy».3» = Jg».5» = 8.6 Hz), 7.67 (d,
2H, H-3"", H-5"", Jy» g = Jsm.gn = 8.6 Hz), 7.42 (dd, 1H, H-6", Je».s» = 7.6 Hz, J
= 1.5 Hz), 7.31-7.27 (m, 1H, H-4"), 3.96 (t, 2H, H-1’, J1.» = 5.8 Hz), 3.44 (t,
2H, H-2’, J».1 = 5.8 Hz). 3C RMN (100.70 MHz CDsOD) & 201.17 (C-3’),
165.02 (C-2), 147.17 (C-2"), 140.75 (C-4""), 137.69 (C-1"), 135.68 (C-5"),
132.50 (C-4”), 130.82 (C-2"”, C-6""), 130.53 (C-3""", C-5""), 129.19 (C-1""),
128.91 (C-6”), 125.56 (C-3”), 41.17 (C-1’), 38.72 (C-2’). MS (LSIMS): m/z
calculado para CigH1sN3OsCl [M + H]*: 332.0802, encontrado: 332.0791.

N-(3-(2-Nitrofenil)-3-oxopropil)-4-(trifluorometil)benzimidamida
(130i)

A partir de 1.5 mmol (550 mg) de
129i se obtienen 0.91 mmol (334
mg) de un sirupo naranja. Rto: 61%.

'H RMN (499.79 MHz, CDsOD): &
8.21 (d, 1H, H-3”,J=8.2 Hz), 7.98 (q,
4H, H-2"", H-6"", H-3""", H-5"", J = 8.7 Hz), 7.90 (t, 1H, H-5”, Js».e» = 7.5 Hz),
7.79 (t, 1H, H-4”, J= 7.8 Hz), 7.71 (d, 1H, H-6", Jes» = 7.5 Hz), 3.98 (m, 2H,
H-1’), 3.35 (m, 2H, H-2’). 3C RMN (125.69 MHz, CDs0D) & 201.20 (C-3'),
165.08 (C-2), 147.19 (C-2”), 137.74 (C-1”), 135.74 (C-5”), 135.71 (q, C-4"",
J=32.9 Hz), 134.47 (C-1"""), 132.54 (C-4"), 130.13 (C-2"”", C-6""), 128.89 (C-
6”), 127.22 (q, C-3"”, C-5"”, J = 3.5 Hz), 125.61 (C-3”), 124.90 (q, CFs, J =
271.8 Hz), 43.92 (C-1’), 38.73 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para
C17H1sN3OsFs [M + H]*: 366.1066, encontrado: 366.1082.

Procedimiento general para la obtencion de los derivados de N-(3-
(2-amino-5-sustituidofenil)-3-hidroxipropil)imidamidas (FAB-13 —
FAB-21)

OH )NLH Fe OH NH
R FeSO
1 N R2 4 R1 X N )J\ R2
H H,0 | H
NO, Z>NH,
129a-i FAB-13 - FAB-21

Se disuelve 1 mmol del correspondiente 129a-i en 10 ml de H,0 destilada,
a continuacion, se afaden 10 mmol (558 mg) de Fe en polvoy 1 mmol (278
mg) de sulfato de hierro. Se calienta la mezcla de reaccién a reflujo
durante 1.5 horas. Para finalizar la reaccién, se deja alcanzar la
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temperatura ambiente y se filtran los residuos insolubles a través de
zeolita en una placa filtrante y un kitasato. La disolucidn acuosa resultante
se concentra al rotavapor conectado a una bomba de aceite y se purifica
por cromatografia en columna (DCM:MeOH) (8:1) saturando con NH,OH.

N-(3-(2-Amino-5-clorofenil)-3-hidroxipropil)acetimidamida (FAB-13)

A partir de 1 mmol (271 mg) de 129a se
obtienen 0.42 mmol (103 mg) de un
sirupo naranja. Rto: 42%.

'H RMN (400.45 MHz, CD;0D) & 7.06 (d,
1H, H-6”, J¢.4» = 2.5 Hz), 6.89 (dd, 1H, H-
4", Jy.3=8.5Hz, Jyer= 2.5 Hz), 6.61 (d, 1H, H-3”, J3».4»= 8.5 Hz), 4.73 (t, 1H,
H-3’, Jy.» = 7.0 Hz), 3.41 - 3.24 (m, 2H, H-1’), 2.14 (s, 3H, -CHs), 2.03 — 1.95
(m, 2H, H-2’). 3C RMN (100.70 MHz, CDs0OD) §166.04 (C-2), 145.08 (C-2"),
130.81 (C-1"), 128.75 (C-4”), 127.46 (C-6"), 123.30 (C-5"), 118.90 (C-3"),
69.82 (C-3’), 40.82 (C-1'), 34.38 (C-2’), 19.03 (-CHs). MS (LSIMS): m/z
calculado para Ci1H17NsOCI [M + H]*: 242.1060, encontrado: 242.1055.

N-(3-(2-Amino-5-metoxifenil)-3-hidroxipropil)acetimidamida (FAB-
14)

A partir de 1 mmol (267 mg) de 129b se
obtienen 0.3 mmol (71 mg) de un sirupo
rojizo. Rto: 30%.

'H RMN (400.45 MHz, CD;0D) & 6.81 (d,

1H, H-6", Joa = 2.8 Hz), 6.79 (d, 1H, H-3”,
J3r.4r=8.7 Hz), 6.70 (dd, 1H, H-4”, Js.3»= 8.7 Hz, Jas» = 2.8 Hz), 4.96 (d, 1H,
H-3’,J=3.4 Hz), 3.71 (s, 3H, -O-CHs), 3.41 - 3.33 (m, 2H, H-1), 2.19 (s, 3H,
-CHs), 2.12 — 2.04 (m, 2H, H-2’). 3C RMN (100.70 MHz, CDsOD) & 166.07
(C-2), 155.42 (C-5"), 136.55 (C-2”), 132.46 (C-1”), 120.65 (C-3”), 114.80 (C-
4”), 113.89 (C-6"), 70.57 (C-3’), 56.14 (-O-CHs), 40.83 (C-1’), 35.01 (C-2’),
18.95 (-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para CioHoN3O> [M + H]*:
238.1556, encontrado: 238.1555.
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N-(3-(2-Amino-5-metoxifenil)-3-hidroxipropil)benzimidamida (FAB-
15)

A partir de 1 mmol (329 mg) de 129¢
se obtienen 0.47 mmol (142 mg) de
un sirupo marrén. Rto: 47%.

'H RMN (499.79 MHz, CDsOD) 67.77
— 7.72 (m, 3H, H-4"", H-2"", H-6""),
7.62 (t, 2H, H-3""’, H-5"", J = 7.8 Hz), 6.88 (d, 1H, H-6", Je».4» = 2.8 Hz), 6.78
(d, 1H, H-3", J3»4» = 8.6 Hz), 6.71 (dd, 1H, H-4", Jy»3» = 8.6 Hz, Jys» = 2.8
Hz), 4.95 (dd, 1H, H-3’, J = 8.0 Hz, J = 5.3 Hz), 3.74 (s, 3H, -O-CHs), 3.65 (t,
2H, H-1’, J = 7.0 Hz), 2.30 — 2.23 (m, 2H, H-2’). ¥3C RMN (125.69 MHyz,
CDs0D) 165.71 (C-2), 154.55 (C-5"), 138.64 (C-2"), 134.61 (C-4"""), 131.41
(C-1”), 130.56 (C-1"""), 130.36 (C-2""", C-6’""), 128.90 (C-3""”, C-5"""), 119.78
(C-3”), 114.81 (C-4"), 113.73 (C-6"), 70.80 (C-3’), 56.13 (-O-CH3s), 41.71 (C-
1), 34.71 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci7H22N30, [M + H]*:
300.1712, encontrado: 300.1730.

N-(3-(2-Amino-5-metoxifenil)-3-hidroxipropil)-4-
clorobenzimidamida (FAB-16)

A partir de 1 mmol (363 mg) de
129d se obtienen 0.63 mmol (210
mg) de un sirupo marrén. Rto:
63%.

'H RMN (499.79 MHz, CD:0OD) &
7.74 (d,2H, H-2"", H-6"", Jy».3» = Jg»5» =8.6 Hz), 7.65 (d,2H, H-3"", H-5"",
Jzym = Jsmgm = 8.6 Hz), 6.88 (d, 1H, H-6", Jor4» = 2.8 Hz), 6.77 (d, 1H, H-3”,
J3n47 = 8.6 Hz), 6.71 (dd, 1H, H-4”, Jy»3» = 8.6 Hz, Jye» = 2.8 Hz), 4.95 (dd,
1H, H-3’, J = 7.8 Hz, 5.4 Hz), 3.75 (s, 3H, -O-CHs), 3.65 (t, 2H, H-1’, J = 6.9
Hz), 2.32 = 2.22 (m, 2H, H-2’). 3C RMN (125.69 MHz, CDsOD) §164.75 (C-
2), 154.44 (C-5"), 140.74 (C-4""), 138.87 (C-2"), 131.27 (C-1”), 130.74 (C-
2", C-6"""), 130.53 (C-3"", C-5"), 129.14 (C-1"""), 119.67 (C-3"), 114.80 (C-
4”), 113.73 (C-6”), 70.74 (C-3’), 56.13 (-O-CHs), 41.79 (C-1’), 34.64 (C-2’).
MS (LSIMS): m/z calculado para Ci7H21N3O0.Cl [M + H]*: 334.1322,
encontrado: 334.1313.
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N-(3-(2-Amino-5-metoxifenil)-3-hidroxipropil)-4-
(trifluorometil)benzimidamida (FAB-17)

A partir de 1 mmol (397 mg) de
129e se obtienen 0.44 mmol (162
mg) de un sirupo marrén. Rto:
44%.

'H RMN (499.79 MHz, CDs0D) &
7.96—7.91 (m, 4H, H-3""", H-5""", H-2""", H-6"""), 6.89 (d, 1H, H-6", Jor.4» = 2.9
Hz), 6.78 (d, 1H, H-3", J3»4» = 8.6 Hz), 6.72 (dd, 1H, H-4", J4»3» = 8.6 Hz, Jar.
¢ = 2.9 Hz), 4.95 (dd, 1H, H-3’, J = 8.0 Hz, J = 5.3 Hz), 3.75 (s, 3H, -O-CHs),
3.67 (t, 2H, H-1’, Jy-» = 6.9 Hz), 2.32 — 2.24 (m, 2H, H-2’). 3C RMN (125.69
MHz, CDs0D) §164.73 (C-2), 154.58 (C-5"), 138.67 (C-2"), 135.70 (q, C-4"",
J=33.0 Hz), 134.37 (C-1"""), 131.40 (C-1”), 130.08 (C-2""", C-6"""), 127.21 (q,
C-3""",C-5""", J = 3.7 Hz), 124.90 (q, CFs, J = 272.4 Hz), 119.79 (C-3”), 114.81
(C-4”), 113.80 (C-6”), 70.81 (C-3'), 56.13 (-O-CHs), 41.89 (C-1’), 34.61 (C-
2’). MS (LSIMS): m/z calculado para CigH2:N3O2F3 [M + H]*: 368.1586,
encontrado: 368.1573.

N-(3-(2-Aminofenil)-3-hidroxipropil)acetimidamida (FAB-18)

A partir de 1 mmol (237 mg) de 129f se
obtienen 0.45 mmol (93 mg) de un sirupo
naranja. Rto: 45%.

'H RMN (400.45 MHz, CDs0OD) & 7.14 (dd,
1H, H-6", Jor.s» = 7.9 Hz, Jg.a = 1.1Hz), 7.03
(dt, 1H, H-4”, Jar.s» = Jar3»= 7.9 Hz, Jare = 1.1Hz), 6.74 (d, 1H, H-3", J3a» =
7.9 Hz), 6.69 (dt, 1H, H-5”, Jsr.4» = Js».e» = 7.9 Hz, J = 0.8 Hz), 4.64 — 4.59 (m,
1H, H-3") 3.47 = 3.32 (m,2H, H-1’), 2.22 (s, 3H, -CHs), 2.20 — 2.05 (m, 2H, H-
2’). 3C RMN(100.70 MHz, CD;0D)§166.02 (C-2), 146.12 (C-2"), 129.25 (C-
4”),129.12 (C-6"), 128.01 (C-1”), 119.27 (C-5"), 118.07 (C-3"), 70.82 (C-3’),
40.94 (C-1’), 34.49 (C-2’), 18.99 (-CH3). MS (LSIMS): m/z calculado para
C11H17N3O [M + H]*: 208.1450, encontrado: 208.1435.
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N-(3-(2-Aminofenil)-3-hidroxipropil)benzimidamida (FAB-19)

A partir de 1 mmol (299 mg) de 129g se
obtienen 0.71 mmol (191 mg) de un
sirupo amarillo. Rto: 71%.

'H RMN (499.79 MHz, CDs0D) §7.75 —
7.72 (m, 1H, H-4"""), 7.71 (d, 2H, H-2"",
H-6", Jy.3m = Jgmgm = 7.8 Hz), 7.60 (t, 2H, H-3""", H-5"", J3m_ g = Jgm gm = Jgm.
g =Jsrg =7.8 Hz), 7.18 (d,1H, H-6", J¢-s» = 7.4 Hz), 7.05 (td, 1H, H-4", Ja.
3» = 8.0, 1.5 Hz), 6.76 (dd, 1H, H-3", J3».»» = 8.0 Hz, J3»s» = 1.0 Hz), 6.71
(td,1H, H-5", Js».¢» = 7.4 Hz, Js»3» = 1.0 Hz), 4.91 (dd, 1H, H-3’, /= 8.4 Hz, J =
5.0 Hz), 3.74 — 3.60 (m, 2H, H-1’), 2.35 — 2.17 (m, 2H, H-2’). 3C RMN
(125.69 MHz, CDs0D) §165.79 (C-2), 146.19 (C-2"), 134.62 (C-4""’), 130.38
(C-2"”, C-6’"), 129.34 (C-4"’), 129.14 (C-1"""), 128.90 (C-3"”, C-5"""), 128.61
(C-1”), 128.07 (C-6"), 119.36 (C-5"), 118.14 (C-3”), 71.44 (C-3’), 41.79 (C-
1), 34.36 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para CigH1sN3O [M + H]*:
270.1606, encontrado: 270.1597.

N-(3-(2-Aminofenil)-3-hidroxipropil)-4-clorobenzimidamida (FAB-20)

A partir de 1 mmol (333 mg) de
129h se obtienen 0.66 mmol (200
mg) de un sirupo amarillo. Rto: 66%.

'H RMN (499.79 MHz, CDsOD) &
7.70 (dt, 2H, H-2"", H-6"", Jy»3» = Jg»5 = 8.7 Hz, Jyme» = Jgmy» = 2.1 Hz),
7.64 (dt, 2H, H-3"", H-5"", Jy»y» = Jomgn = 8.7 Hz, Jaw5m = Jsmzn = 2.4 Hz),
7.18 (dd, 1H, H-6", Je»s» = 7.4 Hz, Jg»4 = 1.4 Hz), 7.06 (td, 1H, H-4”, Jg» 37 =
7.8 Hz, J4s»=1.4 Hz), 6.77 (dd, 1H, H-3", J3»4»= 7.8 Hz, J3».5»= 1.1 Hz), 6.72
(td, 1H, H-5" Jsr.g»= 7.4 Hz, Js»3»= 1.1 Hz), 4.93 — 4.89 (m, 1H, H-3’), 3.61 (t,
2H, H-1' J = 7.0 Hz), 2.36 — 2.20 (m, 2H, H-2’). 3C RMN (125.69 MHz,
CDsOD) £164.89 (C-2), 146.34 (C-2"), 140.82 (C-4"""), 130.69 (C-2""", C-6""),
130.56 (C-3"",C-5"""), 129.38 (C-4”), 129.24 (C-1"""), 129.03 (C-1"), 128.09
(C-6”), 119.30 (C-5”), 118.11 (C-3”), 71.53 (C-3’), 41.84 (C-1’), 34.24 (C-2’).
MS (LSIMS): m/z calculado para CigHisN3OClI [M + HJ]*: 304.1217,
encontrado: 304.1189.
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N-(3-(2-Aminofenil)-3-hidroxipropil)-4-
(trifluorometil)benzimidamida (FAB-21)

A partir de 1 mmol (367 mg) de 129i
se obtienen 0.39 mmol (131 mg) de
un sirupo amarillo. Rto: 39%.

'H RMN (499.79 MHz, CDsOD) &
7.94 — 7.88 (m, 4H, H-2"", H-3""", H-
5", H-6"""), 7.19 (dd, 1H, H-6", Je-s» = 7.5 Hz, Jgra» = 1.5 Hz), 7.04 (td, 1H,
H-4", Jy».3» = 7.9 Hz, Jig» = 1.5 Hz), 6.76 (dd, 1H, H-3", J37.4» = 7.9 Hz, J3»5» =
1.1 Hz), 6.71 (td, 1H, H-5", Js»4» = 7.5 Hz, Js».3» = 1.1 Hz), 4.93 (dd, 1H, H-3’,
J=8.4Hz,J/=5.2 Hz, 1H), 3.64 (t, 2H, H-1’, J = 6.9 Hz), 2.35 - 2.22 (m, 2H,
H-2’). 3C RMN (125.69 MHz, CDs0D) §164.70 (C-2), 146.14 (C-2”), 135.66
(q, C-4"”, J = 33.4 Hz), 134.33 (d, C-1"”, J = 1.4 Hz), 130.07 (C-2"",C-6""),
129.32 (C-4”), 129.13 (C-1”), 128.08 (C-6"), 127.19 (q, C-3"”, C-5"",J = 3.8
Hz), 124.88 (g, CFs, J = 271.6 Hz), 119.36 (C-5”), 118.13 (C-3"), 71.32 (C-3'),
41.97 (C-1’), 34.29 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci7H1sN3OF; [M
+ H]*: 338.1480, encontrado: 338.1504.

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de N-(3-
(2-amino-5-sustituidofenil)-3-oxopropil)imidamidas (FAB-22 — FAB-
29)

0} NH Fe O NH

R FeSO
! N )J\ Rs %4 | Ry N)J\ R
H H50 H
NO2 NH2
130a-i FAB-22 - FAB-29

Se disuelve 1 mmol del correspondiente 130a-i en 10 ml de H,0 destilada,
a continuacion, se afaden 10 mmol (558 mg) de Fe en polvoy 1 mmol (278
mg) de sulfato de hierro. Se calienta la mezcla de reaccién a reflujo
durante 1.5 horas. Para finalizar la reaccién, se deja alcanzar la
temperatura ambiente y se filtran los residuos insolubles a través de
zeolita en una placa filtrante y un kitasato. La disolucidn acuosa resultante
se concentra al rotavapor conectado a una bomba de aceite y se purifica
por cromatografia en columna (DCM:MeOH) (8:1) saturando con NH,OH.
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N-(3-(2-Amino-5-clorofenil)-3-oxopropil)acetimidamida (FAB-22)

A partir de 1 mmol (269 mg) de 130a se
obtienen 0.78 mmol (187 mg) de un sirupo
naranja. Rto: 78%.

'H RMN (499.79 MHz, CDsOD): & 7.73 (d,
1H, H-6”, Jga» = 2.4 Hz), 7.21 (dd, 1H, H-4”,
Jyz = 8.9 Hz, Jyg = 2.4 Hz), 6.79 (d, 1H, H-3”, Jo3» = 8.9 Hz), 3.64 (t, 2H,
H-1’, Jy» = 6.1 Hz), 3.35 (t, 2H, H-2’, J».» = 6.1 Hz), 2.22 (s, 3H, -CHs). 3C
RMN (125.69 MHz, CDsOD) & 199.04 (C-3’), 166.01 (C-2), 151.38 (C-2”),
135.53 (C-4"), 130.86 (C-6"), 120.16 (C-1"), 120.09 (C-3”), 118.36 (C-5"),
38.59 (C-1’), 37.46 (C-2’), 18.95 (-CH3). MS (LSIMS): m/z calculado para
C11H1sN3OCI [M + H]*: 240.0904, encontrado: 240.0886.

N-(3-(2-Amino-5-metoxifenil)-3-oxopropil)acetimidamida (FAB-23)

A partir de 1 mmol (265 mg) de 130b se
obtienen 0.69 mmol (162 mg) de un sirupo
marron. Rto: 69%.

'H RMN (400.45 MHz, CD30D) & 7.23 (d,
1H, H-6", Jg».4» = 2.8 Hz, 1H), 7.01 (dd, 1H,
H-4", Jy».3» =9.0 Hz, Jo.¢» = 2.8 Hz), 6.78 (d, 1H, H-3", Js».3» = 9.0 Hz), 3.78
(s, 3H, -OCHs), 3.66 (t, 2H, H-1’, J1-»» = 6.1 Hz), 3.39 (t, 2H, H-2', J».1 = 6.1
Hz), 2.23 (s, 3H, -CHs). **C RMN (125.69 MHz, CD30D) & 199.50 (C-3'),
166.01 (C-2), 151.24 (C-5"), 147.48 (C-2”), 125.13 (C-4”), 120.01 (C-3"),
117.82(C-1"), 113.87 (C-6"), 56.45 (-OCH3), 38.73 (C-1’), 37.58 (C-2’), 18.90
(-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci2H1sN3O2 [M + H]*: 236.1399,
encontrado: 236.1388.

N-(3-(2-Amino-5-metoxifenil)-3-oxopropil)benzimidamida (FAB-24)

A partir de 1 mmol (328 mg) de
130c se obtienen 0.84 mmol (249
mg) de un sirupo naranja. Rto:
84%.

H RMN (400.45 MHz, CDsOD): &
7.80—7.74 (m, 3H, H-2", H-4"", H-6""), 7.64 (dd, 2H, H-3""", H-5""", J = 10.9
Hz, J = 4.5 Hz), 7.30 (d, 1H, H-6", Je-s» = 2.9 Hz), 7.05 (dd, 1H, H-4”, Jar3» =
9.0 Hz, Jyg» = 2.9 Hz), 6.81 (d, 1H, H-3”, J3.4» = 9.0 Hz), 3.91 (t, 2H, H-2’, J».
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v = 6.2 Hz), 3.82 (s, 3H, -OCHs), 3.55 (t, 2H, H-1’, Jy» = 6.2 Hz). 3C RMN
(125.69 MHz, CDs0D) &199.81 (C-3’), 165.88 (C-2), 151.27 (C-5"), 147.48
(C-2”), 134.60 (C-4""), 130.62 (C-1""), 130.34 (C-2", C-6""), 128.94(C-3"",
C-5'""), 125.20 (C-4”), 120.05 (C-3”), 117.91(C-1"), 113.94 (C-6"), 56.51 (-O
CHs), 39.74 (C-1’), 37.66 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para C17H20N302
[M + H]*: 298.1556, encontrado: 298.1553.

N-(3-(2-Amino-5-metoxifenil)-3-oxopropil)-4-clorobenzimidamida
(FAB-25)

A partir de 1 mmol (361 mg) de
130d se obtienen 0.83 mmol (274
mg) de un sirupo amarillo. Rto:
83%.

'H RMN (400.45 MHz, CDsOD): 87.76 (d, 2H, H-2""", H-6""", Jy» g = Jgnsm =
8.5 Hz), 7.66 (d, 2H, H-3""", H-5"", J3».y» = Jsm.g» = 8.5 Hz), 7.29 (d, 1H, H-6",
Jer.ar = 2.7 Hz), 7.08 (dd, 1H, H-4”, J4»3» =9.0 Hz, J».e» = 2.7 Hz), 6.85 (d, 1H,
H-3", J3».4» = 9.0 Hz), 3.89 (t, 2H, H-1’, J1» = 6.0 Hz), 3.81 (s, 3H, -OCHs),
3.35(t, 2H, H-2’, Jo.1 = 6.0 Hz). **C RMN (100.70 MHz, CDsOD) §199.73 (C-
3’), 164.97 (C-2), 151.28 (C-5"), 147.51 (C-2”), 140.77 (C-4"""), 130.76 (C-
2", C-6""), 130.65 (C-3"”, C-5""), 130.55 (C-1"""), 125.22 (C-4”), 120.04 (C-
3”), 117.89 (C-1"), 113.96 (C-6"), 56.50 (-OCHs), 47.94 (C-1’), 39.70 (C-2’).
MS (LSIMS): m/z calculado para Ci7H1sN3O,Cl [M + H]*: 332.1166,
encontrado: 332.1179.

N-(3-(2-Aminofenil)-3-oxopropil)acetimidamida (FAB-26)

A partir de 1 mmol (235 mg) de 130f se
obtienen 0.88 mmol (180 mg) de un sélido
naranja. Rto: 88%. P.f: 130 - 133 °C.

'H RMN (500.13 MHz, CDs0D): & 7.79 (dd,
1H, H-6", Jo».s» = 8.2 Hz, J¢»4» = 1.5 Hz), 7.30 (ddd, 1H, H-4", J;».3» = 8.4 Hz,
Jys» = 6.9 Hz, Jarer = 1.5 Hz), 6.80 (dd, 1H, H-3”, J3».4» = 8.4 Hz, J3».5» =1.2 Hz),
6.65 (ddd, 1H, H-5”, Js».e» = 8.2 Hz, Js».a» = 6.9 Hz, Js3» = 1.2 Hz), 3.67 (t, 2H,
H-1’, Jr» = 6.1 Hz), 3.40 (t, 2H, H-2’, Jy.» = 6.1 Hz), 2.24 (s, 3H, -CH3). 3C
RMN (125.76 MHz, CDs0OD) & 199.90 (C-3’), 166.03 (C-2), 152.81 (C-2"),
135.75 (C-4”), 131.97 (C-6”), 118.42 (C-5”), 118.05 (C-1”), 116.27 (C-3"),
38.72 (C-1’), 37.40 (C-2’), 18.87 (-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para
C11H14N303 [M + H]*: 206.1293, encontrado: 206.1291.

116



N-(3-(2-Aminofenil)-3-oxopropil)benzimidamida (FAB-27)

A partir de 1 mmol (297 mg) de 130g
se obtienen 0.52 mmol (138 mg) de
un sirupo amarillo. Rto: 52%.

'H RMN (400.45 MHz, CDs0OD): §7.72
(dd, 1H, H-6", Jer.s» = 8.2 Hz, Jor-ar = 1.3
Hz), 7.65—-7.60 (m, 2H, H-2""’, H-6""’), 7.59 — 7.56 (m, 1H, H-4""’), 7.48 (dd,
2H, H-3"”, H-5"",J=10.8 Hz, J = 4.4 Hz), 7.18 (ddd, 1H, H-4", J4».3» = 8.4 Hz,
Jys = 7.0 Hz, Jagr = 1.3 Hz), 6.70 (dd, 1H, H-3”, J3.4» = 8.4 Hz, J3r.5» = 1.1
Hz), 6.54 (ddd, 1H, H-5", Js.s» = 8.2 Hz, Js».4» = 7.0 Hz, Js».3» = 1.1 Hz), 3.76 —
3.69 (m, 2H, H-1’), 3.31—3.25 (m, 2H, H-2’). *C RMN (100.70 MHz, CDs0OD)
6200.56 (C-3'), 165.62 (C-2), 152.67 (C-2"), 135.62 (C-4”), 133.99 (C-4"""),
132.10 (C-6"), 131.87 (C-1"""), 130.18 (C-2"”, C-6"""), 128.71 (C-3""", C-5""),
118.38 (C-5”), 117.59 (C-1”), 116.30 (C-3"), 43.45 (C-1’), 39.72 (C-2’). MS
(LSIMS): m/z calculado para CigH1sN3O [M + H]*: 268.1450, encontrado:
268.1440.

N-(3-(2-Aminofenil)-3-oxopropil)-4-clorobenzimidamida (FAB-28)

A partir de 1 mmol (331 mg) de
130h se obtienen 0.75 mmol (225
mg) de un sirupo marrén. Rto: 75%.

22" NH,

'H RMN (600.24 MHz, CDs;0OD) & ¥
7.73 (d, 1H, H-6”, J = 5.8 Hz), 7.54 (d, 2H, H-2"", H-6""", Jy».3» = Jgn.5» = 8.5
Hz), 7.35 (d, 2H, H-3"", H-5"", Jyw.y» = Jsm.g» = 8.5 Hz), 7.18 (t, 1H, H-4", Jy.
3 =Jys=8.0Hz), 6.69 (d, 1H, H-3", J3».4» = 8.0 Hz), 6.54 (t, 1H, H-5", J5.4» =
8.0 Hz), 3.47 (t, 2H, H-1’, Jv.» = 7.5 Hz), 2.91 (t, 2H, H-2’, J>.1 = 7.5 Hz). 13C
RMN (150.95 MHz CDs0D) & 202.69 (C-3’), 165.03 (C-2), 152.54 (C-2”),
137.20 (C-4""), 136.76 (C-1”), 134.25 (C-4”), 132.23 (C-1""), 129.60 (C-2"",
C-6'"), 129.56 (C-3",C-5"") 127.31 (C-6”), 118.04 (C-5”), 115.56 (C-3"),
40.53 (C-1’), 34.90 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci6H17N3OCI [M
+ H]*: 302.1060, encontrado: 302.1036.
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N-(3-(2-Aminofenil)-3-oxopropil)-4-(trifluorometil)benzimidamida
(FAB-29)

A partir de 1 mmol (365 mg) de 130i
se obtienen 0.78 mmol (261 mg) de
un sirupo naranja. Rto: 78%.

1H RMN (400.45 MHz, CDsOD): &
8.22 (d, 1H, H-3”, J3».4» = 7.6 Hz), 7.99 (q, 4H, H-2""", H-3""", H-5"", H-6""’, J.
g = Jyryn = Jogr = Jgrgm = 8.8 Hz), 7.91 (t, 1H, H-4”, Jr3 = Jys» = 7.6 Hz),
7.80 (t, 1H, H-5”, Jsr.¢ = Jsr.a» = 7.6 Hz), 7.72 (d, 1H, H-6", Jg.s = 7.6 Hz), 4.03
—3.94 (m, 2H, H-1’), 3.36 — 3.33 (m, 2H, H-2’). 13¢ RMN (100.69 MHz,
CDsOD) §201.18 (C-3’), 165.16 (C-2), 147.24 (C-2”), 137.81 (C-1”), 135.78
(9, C-4"”,J = 33.2 Hz), 135.76 (C-4”), 134.53 (C-1""), 132.57 (C-5"), 130.13
(C-2, C-6"), 128.84 (C-6"), 127.23 (g, C-3"”, C-5", J = 3.5 Hz), 125.66 (C-
3”), 124.92 (q, CFs, J = 271.7 Hz), 38.68 (C-1’), 37.78 (C-2’). MS (LSIMS):
m/z calculado para Ci7Hi7N3OF; [M + H]*: 336.1324, encontrado:
336.1308.

3.1.5. Sintesis de la Familia D
3-Hidroxi-3-(piridin-3-il)propanonitrilo (131)
0o CH4CN OH

N H n-BulLi N =
| _ THF | _
N N
131

La noche anterior a la reaccién se debe anhidrificar un matraz de 3 bocas,
un embudo de adicién y un fijador de termdmetros, todos sin las partes
de plastico. Trabajando en condiciones de atmédsfera inerte de Ar,
realizamos el siguiente montaje: Una boca para termdmetro de baja
temperatura, otra boca para el embudo de adicién y la dltima para el
septum con entrada de Ar.

En el matraz se introducen 20 ml (2/3 del volumen total) de THF anhidro y
se reduce la temperatura hasta - 78 °C usando un bafio de hielo seco y
acetona. Seguidamente, se adicionan 20 mmol (12.5 ml) de butil-litio 1.6
M en hexano y, gota a gota, adicionamos 30 mmol (1.572 ml) de
acetonitrilo. Se agita durante 1 hora, hasta que la disolucién toma un ligero
color salmdn. Transcurrido este tiempo, se procede a diluir 10 mmol de 3-
piridincarboxaldehido, con 10 ml de THF en el propio embudo de adicién.
A continuacidn, esta disolucién se hace gotear sobre la reaccion, vigilando
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gue la temperatura no suba de - 60 °C. Una vez completado este proceso
se deja agitando otros 30 minutos a - 78 °C, se retira el bafio y se deja que
la reaccion alcance la temperatura ambiente.

La reaccidon se neutraliza mediante la adicién de 25 ml de H,O fria,
seguidamente se concentra al rotavapor. El crudo resultante se purifica
por cromatografia en columna (AcOEt.Hex) (4:1). Se obtienen 9.43 mmol
(1.40 g) de un sirupo naranja. Rto: 94%.

3-Amino-1-(piridin-3-il)propan-1-ol (132)

OH OH
= LiAIH,
S — NH,
P THF B
N
131 132

Trabajando en condiciones de atmésfera inerte de Ar, se disuelven 2 mmol
de 131 en 10 ml THF anhidro. Paralelamente, en otro matraz, se
suspenden 7.5 mmol (285 mg) de hidruro de litio y aluminio en 15 ml de
THF anhidro. Una vez se han adicionado los disolventes, el matraz con
LiAlH4 se enfria a 0 °C mediante un bafio de hielo, a continuacién se
procede al canulado del nitrilo sobre la suspensién del hidruro a un ritmo
no muy elevado pero constante. Transcurridos 20 minutos, se procede a
la neutralizacion del exceso de reactivo, para ello se afiade gota a gota 10
ml de una disolucion acuosa de NaOH 5 M hasta el cese del burbujeo. A
continuacién afiadimos 600 mg de Na,SO,4 anhidro y dejamos agitando 15
minutos. Posteriormente, los residuos sélidos se filtran a través de placa
filtrante con celita y Kitasato, lavando con una mezcla de (DCM:MeOQOH)
(7:3) saturada de NH,OH. El filtrado de concentra al rotavapor
obteniéndose un sirupo naranja que se utiliza directamente en la siguiente
reaccion.

Procedimiento general para la obtencién de N-(3-hidroxi-3-(piridin-
3-il)propil imidamidas (FAB-30 — FAB-33)

OH OH NH
128a-d
| N NH, X NJ LR2
_ EtOH | H
N N
132 FAB-30 - FAB-33

Sobre una soluciéon de 2 mmol de la amina 132 en 10 ml MeOH, enfriada a
0 °C mediante bano de hielo, se afiaden 3 mmol de los diferentes imidatos
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128a-d. Se mantiene agitando la mezcla de reaccidon durante 15 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se concentra a
rotavapor para eliminar los disolventes orgdnicos. El crudo resultante se
somete a purificacién por cromatografia en columna (DCM:MeOQOH) (7:3)
saturando con NHa.

N-(3-Hidroxi-3-(piridin-3-il)propilacetimidamida (FAB-30)

Utilizando 3 mmol (368 mg) de 128a se
obtienen 1.96 mmol (378 mg) de un sirupo
amarillo. Rto: 98%.

'H-RMN (400.45 MHz, CDsOD) & 8.51 (d,
1H, H-2", Jy»4» = 2.0 Hz), 8.40 (dd, 1H, H-6", Jg~.s» = 4.9 Hz, Jer.a» = 2.0 Hz),
7.83 (dt, 1H, H-4", Jy».5» = 8.0 Hz, Ja»2» = Jar.g»= 2.0 Hz), 7.32 (ddd, 1H, H-5”,
Jsv4»=8.0 Hz, Js».¢» = 4.9 Hz, J = 0.9 Hz), 4.78 (dd, 1H, H-3’, J = 8.6 Hz, 4.6
Hz), 3.48 — 3.29 (m, 2H, H-1’), 2.13 (s, 3H, -CHs), 2.02 — 1.92 (m, 2H, H-2').
13C RMN (100.70 MHz, CDs0OD) §163.79 (C-2), 148.04 (C-6"), 147.46 (C-2"),
140.92 (C-3”), 133.35 (C-4”), 123.30 (C-5"), 67.28 (C-3’), 38.89 (C-1’), 36.80
(C-2’), 18.47 (-CHs). MS (LSIMS): m/z calculado para CioH1N3O [M + H]*:
194.1293, encontrado: 194.1306.

N-(3-Hidroxi-3-(piridin-3-il)propilbenzimidamida (FAB-31)

Utilizando 3 mmol (924 mg) de 128b
se obtienen 1.41 mmol (357 mg) de
un solido amarillo. Rto: 70%. Pf: 178 -
180 °C.

'H RMN (499.79 MHz, CDs0D) §8.65 (d, 1H, H-2", J»4»= 2.0 Hz), 8.48 (dd,
1H, H-6", Jo»5»= 4.9 Hz, Jer4» = 2.0 Hz), 7.98 (dt, 1H, H-4", J4».s»= 7.9 Hz, J4.
»=Jyrg=2.0Hz),7.81-7.77 (m, 2H, H-2""’, H-6"""), 7.75 (tt, 1H, H-4"", J =
7.5Hz,/J=7.5Hz,/J=13Hz,J=1.3 Hz), 7.66 — 7.61 (m, 2H, H-3""”, H-5""'),
7.48 (ddd, 1H, H-5", Js».#= 7.9 Hz, Js».a»= 4.9 Hz, J = 0.9 Hz), 5.00 (dd,1H, H-
3’,/=9.1Hz,J=4.1Hz),3.78-3.66 (m, 2H, H-1’), 2.29 — 2.14 (m, 2H, H-
2’). 3C RMN (100.70 MHz, CDs0D) & 165.86 (C-2), 149.06 (C-6”), 148.00
(C-2”), 142.18 (C-3"), 135.90 (C-4”), 134.66 (C-4"""), 130.50 (C-1"""), 130.39
(c-3", C-5"), 128.95 (C-2"”, C-6’"), 125.26 (C-5"), 69.99 (C-3’), 41.54 (C-
1), 37.43 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para CisHisN3O [M + H]*:
256.1450, encontrado: 256.1445.
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4-Cloro-N-(3-hidroxi-3-(piridin-3-il)propilbenzimidamida (FAB-32)

Utilizando 3 mmol (1.02 g) de 128c se
obtienen 1.44 mmol (416 mg) de un
solido blanco-amarillento. Rto: 72%.
Pf: 200 - 202 °C.

1H RMN (400.45 MHz, CD;0D) 68.61 (d, 1H, H-2”, Jy»4~= 2.2 Hz), 8.41 (dd,
1H, H-6", Jo»s» = 4.9 Hz, Jors» = 1.6 Hz), 7.94 (dddd, 1H, H-4”, J4-s = 7.9 Hz,
Jy»=2.2 Hz, Jarg= 1.6 Hz, J = 0.6 Hz), 7.77 (d, 2H, H-2""", H-6"", Jyrr.3» = Jg».
5= 8.9 Hz), 7.59 (d, H-3""", H-5"", J3m.p» = Jsm.g» = 8.9 Hz), 7.42 (ddd, H-5",
Jsre=8.0Hz, Js».4»=4.9 Hz, J=0.6 Hz), 4.98 (dd, 1H, H-3’,J=9.1 Hz,/=4.0
Hz), 3.75 — 3.62 (m, 2H, H-1’), 2.26 — 2.10 (m, 2H, H-2’). 3C RMN (100.70
MHz, CD;0D) & 164.70 (C-2), 148.90 (C-6”), 147.92 (C-2”), 142.06 (C-3”),
140.63 (C-1""), 135.92 (C-4"), 130.84 (C-2"", C-6’"), 130.49 (C-3'"", C-5"""),
128.85 (C-4""), 125.21 (C-5”), 69.80 (C-3’), 41.64 (C-1’), 37.34 (C-2’). MS
(LSIMS): m/z calculado para CisH17N3OCI [M + H]*: 290.1060, encontrado:
290.1059.

N-(3-Hidroxi-3-(piridin-3-il)-4-(trifluorometil)propilbenzimidamida
(FAB-33)

Utilizando 3 mmol (1.13 g) de 128d

se obtienen 1.26 mmol (407 mg) de
un sdlido blanco. Rto: 63%. %. Pf:
195-197 °C.

'H RMN (499.79 MHz, CDs0D) 68.65 (d, 1H, H-2”,J=2.2 Hz), 8.49 (dd, 1H,
H-6", Je».s»=4.9 Hz, J= 1.6 Hz), 8.00 - 7.99 (m, 1H, H-4"), 7.97 (q, 4H, H-2"",
H-3"’, H-5"", H-6"", J = 8.2 Hz), 7.49 (ddd, H-5",J=7.8 Hz, Js».s»=4.9 Hz, J =
0.8 Hz), 5.00 (dd, 1H, H-3’, J=9.0 Hz, J = 4.1 Hz), 3.84 — 3.64 (m, 2H, H-1’),
2.37 — 2.10 (m, 2H, H-2’). 3C RMN (125.69 MHz, CDs0OD) & 164.93 (C-2),
149.12 (C-6"), 148.03 (C-2"), 142.21 (C-3"), 135.92 (C-4”), 135.74 (g, C-4"",
J=33.0Hz), 134.33 (C-1""), 130.14 (C-2’”", C-6"""), 127.26 (g, C-3""*, C-5"", J
= 3.8 Hz), 125.29 (C-5"), 124.90 (q, CFs, J = 272.1 Hz), 69.96 (C-3’), 41.73
(C-1), 37.36 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para Ci6H17N3OF;3 [M + H]*:
324.1324, encontrado: 324.1298.
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N-(3-Oxo-3-(piridin-3-il)propilacetimidamida (FAB-34)

OH NH Na,Cr,O O NH
2LrU7
k H2S0,
~ e
N N
FAB-30 FAB-34

Se disuelve 1 mmol (193 mg) de FAB-30 en 10 ml de H,O destilada, a
continuacién afiadimos 0.5 mmol (135 mg) de dicromato de sodio y
enfriamos la mezcla a 0 °C mediante un bafio de hielo. Posteriormente,
afladimos 0.4 ml de una soluciéon 10 M de acido sulfurico y se mantiene
agitando durante 16 horas. Transcurrido este tiempo se adicionan 5 ml de
una solucién saturada de NaHCOs y se elimina el agua concentrando al
rotavapor conectado a una bomba de aceite. Las sales que se obtienen

como resultado se filtran lavandolas con
metanol. El disolvente se evapora al rotavapor
y se precede a purificar por cromatografia en
columna (DCM:MeOH) (8:2) saturando con
NH4OH. Se obtienen 0.2 mmol (30 mg) de un

sirupo transparente. Rto: 20%.

'H RMN (499.79 MHz, CDCls) §9.17 (d, 1H, H-2", J»»4» = 1.7 Hz), 8.80 (dd,
1H, H-6", Jo.s» = 4.8 Hz, J¢».4» = 1.7 Hz), 8.22 (dt, 1H, H-4", J4».s» = 8.0 Hz, Js.
¢ =Javp»=1.7 Hz), 7.44 (dd, 1H, H-5", Js».4» = 8.0 Hz, Js»¢» = 4.8 Hz), 3.69 (q,
2H, H-1’,J=5.8 Hz), 3.26 (t, 2H, H-2" J = 5.5 Hz), 1.96 (s, 3H, -CHs). *C RMN
(125.69 MHz, CDCl5) 5198.66 (C-3’), 170.35 (C-2), 154.10 (C-2"), 149.78 (C-
6”), 135.43 (C-4”), 131.82 (C-3"), 123.85 (C-5"), 38.72 (C-2’), 34.22 (C-1'),
23.47 (-CH3). MS (LSIMS): m/z calculado para CioH14N3O [M + HJ*:
192.1137, encontrado: 192.1128.

3.1.6. Sintesis de la Familia E

Procedimiento general para la obtencion de 2-sustituido-4-(piridin-
3-il)pirimidinas (FAB-35 — FAB-38)

MnO
N N R, ————
| H ACN
N
FAB-30 - FAB-33 FAB-35 - FAB-38
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Trabajando en condiciones de atmosfera inerte de Ar, se disuelve 1 mmol
de la correspondiente imidamida (FAB-30 — FAB-33) en 20 ml de
acetonitrilo con ayuda de sonicador y pistola de calor. A continuacién, se
afiaden 10 mmol (870 mg) de diéxido de manganeso y se mantiene bajo
fuerte agitacidén durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, se filtra la
mezcla de reaccion utilizando zeolita, placa filtrante y Kitasato. El liquido
resultante se concentra al rotavapor y se purifica por cromatografia en
columna (DCM:MeOH) (95:5).

2-Metil-4-(piridin-3-il)pirimidina (FAB-35)

Partiendo de 193 mg de FAB-30 se obtienen
0.63 mmol (100 mg) de un sélido blanco. Rto:
63%. Pf: - °C.

'H RMN (500.13 MHz, CDCls): §9.26 (s, 1H, H-
2’), 8.73 (d, 2H, H-6, H-6, Js.s= 5.3 Hz), 8.42 (dt,
1H, H-4’, Jys = 8.0 Hz, J = 1.9 Hz), 7.55 (d, 1H, H-5, Jss= 5.3 Hz), 7.45 (dd,
1H, H-5", Js.4 = 8.0 Hz, J = 4.9 Hz), 2.82 (s, 3H, CH3). 3C RMN (125.76 MHz,
CDCls) 6169.02 (C-2), 161.85 (C-4), 158.02 (C-6), 151.76 (C-6’), 148.70 (C-
2’), 134.85 (C-4), 132.81 (C-3’), 123.93 (C-5'), 114.12 (C-5), 26.41 (CHs).
MS (LSIMS): m/z calculado para CioH1oN3 [M + H]*: 172.0875, encontrado:
172.0859.

2-Fenil-4-(piridin-3-il)pirimidina (FAB-36)

Partiendo de 255 mg de FAB-31 se obtienen
0.48 mmol (112 mg) de un sdélido blanco. Rto:
48%. Pf: - °C.

'H-RMN (400.16 MHz, CDCls): 69.40 (d, 1H,
H-2’, Jy.¢ = 1.7 Hz), 8.90 (d, 1H, H-6, Jes= 5.2
Hz), 8.77 (dd, 1H, H-6’, Jo.s = 4.8 Hz, J¢.» =1.7 Hz), 8.60 - 8.53 (m, 3H, H-4’,
H-2", H-6"), 7.63 (d, 1H, H-5, Js.s= 5.2 Hz), 7.55 - 7.51 (m, 3H, H-3”, H-4”,H-
5”),7.49 (ddd, 1H, H-5’, J= 8.0 Hz, Js.¢ = 4.8 Hz, J= 0.9 Hz). 13C-NMR (100.63
MHz, CDCls) & 165.09 (C-2), 161.78 (C-4), 158.41 (C-6), 151.83 (C-6'),
148.75 (C-2’), 137.61 (C-1”), 134.84 (C-4’), 132.83 (C-3’), 131.16 (C-4”),
128.78 (C-2”, C-6"), 128.48 (C-3”, C-5"), 123.94 (C-5’), 114.69 (C-5). MS
(LSIMS): m/z calculado para CisH1:N3 [M + H]*: 234.1031, encontrado:
234.1025.
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2-(4-Clorofenil)-4-(piridin-3-il)pirimidina (FAB-37)

Partiendo de 289 mg de FAB-32 se
obtienen 0.35 mmol (94 mg) de un sdlido
amarillo. Rto: 35%. Pf: - °C.

1H-RMN (400.16 MHz, CDCls): 59.39 (d, 1H,
H-2’,J = 1.0 Hz), 8.89 (d, 1H, H-6, Jes= 5.2

Hz), 8.78 (dd, 1H, H-6’, J=4.5 Hz, J = 0.9 Hz), 8.57 - 8.49 (m, 3H, H-4’, H-2",
H-6"), 7.65 (d, 1H, H-5, Js.s = 5.2 Hz), 7.54 — 7.47 (m, 3H, H- 5’, H-3",H-5").
3C-NMR (100.63 MHz, CDCls) & 164.16 (C-2), 161.90 (C-4), 158.46 (C-6),
151.93 (C-6'), 148.73 (C-2’), 137.43 (C-4”), 136.11 (C-1”), 134.83 (C-4'),
132.68 (C-3’), 129.83 (C-2”, C-6"), 129.01 (C-3”, C-5"), 123.97 (C-5’), 114.88
(C-5). MS (LSIMS): m/z calculado para CisH1iNsCl [M + H]*: 268.0642,
encontrado: 268.0638.

4-(Piridin-3-il)-2-(4-(triflurometil)fenil)pirimidina (FAB-38)

Partiendo de 323 mg de FAB-33 se
obtienen 0.81 mmol (244 mg) de un sélido
blanco. Rto: 81%. Pf: - °C.

'H RMN (500.13 MHz, CDCls): & 9.41 (d,
1H, H-2’, J.4= 1.9 Hz), 8.92 (d, 1H, H-6, Js.
5=5.2 Hz), 8.79 (dd, 1H, H-6", Jo.s' = 4.9 Hz, Jo.s = 1.9 Hz), 8.68 (d, 2H, H-2”,
H-6", Jo.3» = Je»s» = 8.3 Hz), 8.56 (dt, 1H, H-4’, Jy.5=8.0 Hz, Jy.r = Jyg = 1.9
Hz), 7.77 (d, 2H, H-3",H-5", J3».4» = Js».¢» = 8.3 Hz), 7.69 (d, 1H, H-5, Js6=5.2
Hz), 7.53 (dd, 1H, H-5', Js.# = 8.0 Hz, Js.s = 4.9 Hz). 3C RMN (125.76 MHz,
CDCls) 6163.76 (C-2), 161.78 (C-4), 158.61 (C-6), 151.51 (C-6"), 148.29 (C-
2’), 140.77 (C-1"), 135.22 (C-4’), 132.71 (C-4”, q, J = 32.3 Hz), 132.69 (C-3’),
128.76 (C-2”, C-6"), 125.68 (C-3”, C-5”, q, J = 3.9 Hz), 124.24 (CF3, q, J =
272.4 Hz), 124.15 (C-5’), 115.40 (C-5). MS (LSIMS): m/z calculado para
C16H11NsF3 [M + H]*: 302.0905, encontrado: 302.0929.
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3.1.7. Sintesis de la Familia F
N-(3-Hidroxi-3-(piridin-3-il)propil)cianamida (133)

OH BrCN OH
AcONa ///N
| X NH, — > ~ N
P MeOH | H
N N
132 133

En primer lugar, sobre una disolucién de 2.09 mmol de la amina 132 en
DCM/MeOH, se afiaden 8.36 mmol (660 mg) de acetato de sodio anhidro.
Esta mezcla se concentra a rotavapor para eliminar la mayor parte del
disolvente y se somete a secado intensivo en el desecador durante al
menos 24 horas. Una vez hemos obtenido un sélido seco, se trabaja en
condiciones de atmdsfera inerte de Ar, disolviendo en 10 ml de MeOH
anhidro la mezcla de reactivos. A continuacién, se hace descender la
temperatura de la reaccién a 0 °C mediante bafio de hielo y se procede a
afiadir 4.18 mmol (400 mg) de bromuro de ciandgeno, al finalizar la adicidn
se deja alcanzar la temperatura ambiente retirando el bafio de hielo.
Transcurridas 2 horas, se controla el avance
por TLC (DCM:MeOH) (9:1) para apreciar la
aparicion de 133 y (7:3) para observar la
desaparicién de 132. Finalmente se
concentra a rotavapor y se purifica
directamente por cromatografia en columna
(DCM:MeOH) (95:5). Se obtienen 1.79 mmol (317 mg) de un sirupo
naranja. Rto: 85%.

'H RMN (400.16 MHz, CDs0D) §8.57 (s, 1H, H-2"), 8.47 (d, 1H, H-6", Je .5~
= 4.9 Hz), 7.90 (d, 1H, H-4”, J4-.s»= 7.9 Hz), 7.46 (dd, 1H, H-5", Js».¢»= 7.9 Hz,
Jsr4»= 4.9 Hz), 4.85 (m, 1H, H-3’), 3.28 —3.10 (m, 2H, H-1"), 2.08 — 1.92 (m,
2H, H-2’). 3C RMN (100.63 MHz, CDsOD) & 148.91 (C-6”), 147.89 (C-2"),
142.56 (C-3”), 135.99 (C-4”), 125.30 (C-5"), 124.41 (C-2), 69.46 (C-3’),
43.45 (C-1'), 39.90 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para CoH1,N30 [M +
H]*: 178.0980, encontrado: 178.0990.

Acido N-(3-hidroxi-3-(piridin-3-il)propil)carbamimidico (134)
OH

\ OH NH
Z H;0
S N AL PN on
P H | H
B
N
134

133
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En las reacciones en las que se utiliza la cianamida 133, cualquier traza de
agua puede dar lugar a la formacion del
intermedio de reaccidon 134. Aislado por
purificacién en columna de silicagel, mezcla
de disolventes (DCM:MeOH) (85:15). Rto
maximo: 20%.

NH
o

N2 "OH
H

'H RMN (400.16 MHz, CDs0D) §8.54 (s, 1H, H-2"), 8.42 (d, 1H, H-6", Je».5~
= 4.8 Hz), 7.86 (d, 1H, H-4”, J4-.s»= 7.5 Hz), 7.42 (dd, 1H, H-5", Js».¢»= 7.5 Hz,
Jsrar=4.8 Hz), 4.78 (dd, 1H, H-3’,J = 7.7 Hz, J = 5.4 Hz), 3.23 (ddt, 2H, H-1/,
J=20.0Hz,J=13.3 Hz,/J=6.6 Hz), 1.88 (dt, 2H, H-2’, J=10.9 Hz, J=7.3
Hz). 3C RMN (100.63 MHz, CDsOD) & 162.38 (C-2), 148.74 (C-6"), 147.98
(C-2”), 142.69 (C-3”), 135.94 (C-4”), 125.18 (C-5”), 70.21 (C-3'), 40.37,
37.90 (C-1"), 35.37 (C-2’). MS (LSIMS): m/z calculado para CoH13N30, [M +
H]*: 196.1008, encontrado: 196.0943.

N-(3-Hidroxi-3-piridin-3-ilpropil)imidocarbamato de [(3-hidroxi-3-
piridin-3-ilpropil)amino](imino)metilo (FAB-39)

OH _N 135 OH NH NH OH
Sz NaH
N L I N S .
| H DMSO || H H |
N <~ P
N N
133 FAB-39

Trabajando en condiciones de atmodsfera inerte de Ar se disuelven 1.5
mmol (292 mg) de 134 en 5 ml DMSO; a continuacién, se agregan 1.8 mmol
(72 mg) de hidruro de sodio al 60% y se mantiene agitando durante una
hora. Transcurrido este tiempo, se afiade gota a gota 1 mmol (177 mg) de
133 disuelto en 5 ml de DMSO. Tras 24 horas se corta el avance de la
reaccién mediante la adiciéon de hielo, una vez concentrado al maximo
posible se purifica por cromatografia en columna (DCM:MeQOH) (9:1). Se
obtienen 0.46 mmol (171 mg) de un sirupo naranja. Rto: 46%.

'H RMN (400.16 MHz,
CD;OD) & 8.55 (s, 2H, H-
2”, H-2"bis), 8.44 (d, 2H,
H-6", H-6"bis, J&-s" = Jobis-
svbis = 4.9 Hz), 7.87 (d, 2H,

H-4", H-4"bis, Jas7 = Japis-

sbis = 7.9 Hz), 7.43 (dd, 2H, H-5", H-5"bis, Jss" = Jsbiseis = 7.9 Hz, Jsrar =
Jsbis-abis = 4.9 Hz), 4.79 (dd, 2H, H-3’, H-3’bis, J = 7.9 Hz, J = 5.4 Hz), 3.29 -
3.18 (m, 4H, H-1’, H-1'bis, J = 20.1 Hz, J = 13.4 Hz, J = 6.7 Hz), 1.95 - 1.84
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(m, 4H, H-2’, H-2 bis). 3C RMN (100.63 MHz, CDsOD) & 162.40 (C-2, C-
2bis), 148.85 (C-6", C-6"bis), 148.08 (C-2”, C-2"bis), 142.66 (C-3”, C-3"bis),
135.83 (C-4”, C-4”bis), 125.15 (C-5”, C-5"bis), 70.29 (C-3’, C-3’bis), 40.39
(C-1’, C-1’bis), 37.95 (C-2’, C-2’bis). MS (LSIMS): m/z calculado para
C18H24N6O3 [M + H]*: 373.1998, encontrado: 373.1998.

1,5-bis(3-Hidroxi-3-(piridin-3-il)propil)biguanidina (FAB-40)

OH N OH NH NH OH
Z HCI / Eter
N \F  Hol/Eter § RN, “
» H DMF | H H H |
o o
N N N
133 FAB-40

Trabajando en condiciones de atmésfera inerte de Ar se disuelven 3 mmol
(532 mg) de 133 en 7 ml de DMF, a continuacion, se afiaden 5 ml de una
solucion 1 M de HCl en éter y se lleva a reflujo durante una hora. El control
del avance de la reaccion se realiza por TLC (DCM:MeOH) (8:2). Una vez
transcurrido este tiempo, la reaccién se corta mediante la adicién de 10
ml de NaOH 2 M en agua para después concentrar a rotavapor con bomba
de alto vacio. El crudo resultante se somete a purificacién por
cromatografia en
columna (DCM:MeOH)
(9:1) saturando con
NH4;OH. Se obtienen
0.31 mmol (102 mg) de
un sirupo naranja. Rto:
20%.

'H RMN (400.16 MHz, CDs0D) 88.60 (s, 2H, H-2”, H-2"bis), 8.49 (d, 2H, H-
6”, H-6"bis, Je»-5 = Jerbis-sbis = 4.9 Hz), 7.91 (d, 2H, H-4", H-4"bis, Ja.s» = Jarpis.
sbis = 7.8 Hz), 7.48 (dd, 2H, H-5”, H-5"bis, Js-¢ = Jsbissbis = 7.8 Hz, Jsr.a» =
Jsrpis-arbis = 4.9 Hz), 4.94 (dd, 2H, H-3’, H-3'bis, J = 8.6 Hz, J = 4.2 Hz), 3.23 —
3.06 (m, 4H, H-1’, H-1"bis), 2.14 — 1.98 (m, 4H, H-2’, H-2’ bis). 13*C RMN
(100.63 MHz, CD;0OD) §170.17 (C-2, C-4), 149.29 (C-6", C-6”bis), 147.93 (C-
2”, C-2"bis), 142.02 (C-3”, C-3"bis), 135.70 (C-4”, C-4”bis), 125.27 (C-5”, C-
5”bis), 70.85 (C-3’, C-3’bis), 38.69 (C-1’, C-1’bis), 36.96 (C-2’, C-2’bis). MS
(LSIMS): m/z calculado para CigHasN70> [M + H]*: 372.2148, encontrado:
372.2148.
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N,N’-bis(3-Hidroxi-3-(piridin-3-il)propil)guanidina (FAB-41)

OH N OH NH OH
Z 132 HCI
@)\/\ N Sz foe-hdl N N J N x
_ H EtOH | H H |
N N N
133 FAB-41

En primer lugar se debe generar el hidrocloruro de 132: en un matraz con
1.5 mmol de 132 disueltos en 5 ml de metanol, se adicionan 3 ml de una
solucién 1 M de HCI en éter, tras agitar durante 15 min y no aparecer
ningun precipitado, se concentra a rotavapor y se introduce en el
desecador durante 24 horas. A continuacion, trabajando en condiciones
de atmdsfera inerte de Ar, se procede a disolver 1 mmol (177 mg) de 133
en 7 ml de etanol absoluto para seguidamente afadirlos al matraz con
132-HCI. Esta mezcla se lleva a reflujo durante 3 horas, controlando el
avance de la reaccién por TLC (DCM:MeOH) (7:3). Una vez agotado el
producto de partida se concentra a rotavapor y se purifica por
cromatografia en columna
(DCM:MeOH) (8:2) » OH
saturando con NH4OH. Se | s X327
obtienen 0.27 mmol (89 mg) 6 P o

de un sirupo naranja. Rto:
27%.

'H RMN (400.16 MHz, DMSO) §8.60 (d, 2H, H-2”, H-2"bis, Jo».a» = Jo7bis-4bis
= 1.5 Hz), 8.48 (dd, 2H, H-6", H-6"bis, Jo»-5" = Je bis-57bis = 4.7 Hz, Jg»-47 = Jg bis-
abis = 1.5 Hz), 7.84 (dt, 2H, H-4", H-4"bis, Jas» = Jarbis-s7bis = 7.8 Hz, Jarm =
Jaris-2bis = Jarer = Jarvis-evvis =1.4 Hz), 7.76 (t, 2H, H-1, H-3,J=5.2 Hz), 7.49 (s,
1H, =NH), 7.41 (dd, 2H, H-5", H-5"bis, Js.¢ = Js»bis-g7bis = 7.9 Hz, Jsr.47 = Jspis-
a70is = 4.9 Hz), 5.68 (s, 2H, -OH, -OHbis), 4.76 (dd, 2H, H-3’, H-3’bis, J = 8.9
Hz, J = 4.5 Hz), 3.35 — 3.16 (m, 4H, H-1, H-1’bis), 1.94 — 1.70 (m, 4H, H-2’,
H-2’ bis). 3C RMN (100.63 MHz, DMSO) & 156.00 (C-2), 147.52 (C-6", C-
6”bis), 146.78 (C-2”, C-2"bis), 141.15 (C-3”, C-3"bis), 134.29 (C-4”, C-4"bis),
123.68 (C-5”, C-5”bis), 67.49 (C-3’, C-3'bis), 38.23 (C-1’, C-1’bis), 37.82 (C-
2’, C-2'bis). MS (LSIMS): m/z calculado para C17H24Ns02 [M + H]*: 330.1930,
encontrado: 330.1931.
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3.2. Evaluacién bioldgica

La determinacidén de la inhibicion enzimatica de los productos finales se
llevé a cabo siguiendo procedimientos diferentes dependiendo de cada
isoforma de la NOS:

3.2.1. iNOSynNOS

La mayoria de los compuestos necesarios para esta fase han sido
suministrados por Sigma-Aldrich (Merk), con excepcién de la L-[H%]-
arginina marcada con tritio, proveniente de Amersham Biosciences (Perkin
Elmer) y las propias enzimas iNOS y nNOS recombinantes, adquiridas en
Enzo Life Sciences (Taper).

En estas dos isoformas, los ensayos de actividad enzimatica in vitro se
realizaron por triplicado, siguiendo la metodologia de Bredt & Snyder, la
cual expondremos a continuacion.

El fundamento bdsico de esta metodologia es el control de la conversién
de la L-[*H]-arginina a L-[*H]-citrulina, gracias a la utilizacién de un detector
Beckman LS 6500 multi-purpouse scintillation counter.

El volumen final en el que tiene lugar cada una de las réplicas de los
ensayos es de 100 pl, de los cuales:

e 50 pl se corresponden con una solucidon buffer que contiene
hidrocloruro de tris-(hidroximetil)-aminometano (Tris-HCI) 25 mM,
DL-ditiotreitol (DTT) 1 mM, dihidrocloruro de 5,6,7,8-tetrahidro-L-
biopterina (BHs) 4 uM, flavin-adenin dinucledtido (FAD) 10 uM,
hipoxantina-9-B-ribofurandsido (inosina) 0,5 mM, albimina de suero
bovino (BSA) 0.5 mg/ml, CaCl, 0.1 mM, L-arginina 10 uM, calmodulina
(CaM) 10 pg/ml (sélo en nNOS) y L-[*H]-arginina 0.05 pM,
manteniendo siempre un pH de 7.6.

e 10 pl de una alicuota de la isoforma de la NOS sobre la que hacemos el
estudio.

e 10 pl de una disolucién del producto a evaluar en una concentracién
10 veces superior a la que queremos ensayar.

e 10 ul de NADPH a 7,5 mM (excepto en los pocillos control).

e Una cantidad suficiente de H,O MiliQ para alcanzar los 100 pl.

Todas las muestras se incuban durante 30 minutos a 37 °C.
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Transcurrido este tiempo, se adicionan 400 pl de un tampdn a baja
temperatura para frenar el proceso enzimatico. Esta disolucidn contiene
acido N-(2-hidroximetil)piperazin-N’-(2-etanosulfénico) (HEPES) 0,1 M,
acido etilenglicol-bis-(2-aminoetileter)-N,N,N’,N’'-tetraacético (EGTA) 10
mM y L-citrulina 0,175 mg/ml con un pH igual a 5.5.

La repentina bajada de temperatura, el cambio en el pH y la dilucion de
todos los componentes que se encuentran en el pocillo de reaccién, son
los principales factores que provocan la detencidon de la reaccidn
enzimatica, ademas, el EGTA también es capaz de quelar los iones Ca*
indispensables para la dimerizacion y funcionamiento de la enzima.

A continuacién, cada una de las muestras se hace pasar a través de una
columna con resina Dowex-50W de intercambio idnico (Na*) para después
lavarlas con 1.2 ml de H,O MiliQ, perdiendo asi alrededor del 98% de la
radioactividad.

Finalmente, 50 pl de cada una de las réplicas se diluyen en liquido de
centelleo Eco Lite (+) para tomar las medidas al dia siguiente, una vez se
eliminan otros factores capaces de excitar el liquido de centelleo mas alla
de las emisiones f.

La actividad de la NOS se expresa en picomoles de L-citrulina producidos
por mg de proteina al minuto (pM/mg min).

Al trabajar con compuestos radioactivos, estos ensayos se llevaron a cabo
en la unidad de Radiofarmacia de la Facultad de Farmacia de Ia

Universidad de Granada.

Para el tratamiento estadistico de datos y el calculo de las ICso fue utilizado
el programa Prism8 de GraphPad.

3.2.2. eNOS
Los ensayos sobre esta isoforma se llevaron a cabo en colaboracién con el
grupo de investigacion CTS-164 del departamento de Farmacologia de la

Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada.

En este caso, también se trabajé in vitro, pero a nivel tisular.
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El tejido se obtiene a partir de la seccidon descendente de la aorta de rata,
dividiéndose en anillos que posteriormente se montan en bafio para
érganos.

El bafio estd compuesto por una copa exterior de cristal y dos finas varillas
de acero inoxidable en forma de L encargadas de sujetar el vaso
sanguineo.

Para registrar la contraccidn del tejido, estas varillas estdan conectadas a
un transductor de fuerzas isométricas, que a través de un amplificador de
sefiales (Dynamometer UF1, Cibertec, Madrid), permite obtener
resultados precisos en una interfaz A/D. La recoleccién de los datos de
tensién contractil se hicieron en un Power-Lab 800 (AD Instruments,
Cibertec, Madrid).

El bafo de érganos contenia una solucién de Krebs (118 mM de NaCl; 4,75
mM de KCl; 25 mM de NaHCOs; 1,2 mM de MgS04; 2 mM de CaCly; 1,2 mM
de KH,PO,y 11 mM de glucosa) a 37 °C y con un flujo constante de O, al
95% y CO; al 5%.

Los anillos adrticos se ajustaron a una tensidon de 2 g y se equilibraron
durante 90 — 120 min.

A continuacidn, se forzé la contraccion gracias a la adicion de fenilefrina a
una concentracion 1 uM, para poder crear una curva de concentracion-
respuesta con diferentes cantidades de acetilcolina.

Para evaluar la inhibicion de la eNOS, los anillos se lavaron y se incubaron
con el compuesto a ensayar, en un vehiculo que no interfiriese en el
experimento (DMSO), durante 30 min, para afiadir posteriormente dosis
crecientes de acetilcolina.

Comparando las curvas de concentracién-respuesta, principalmente el
area bajo la curva (AUC), fue posible calcular el indice de actividad de
eNOS.

Los datos se expresan en + SEM, donde n refleja el nUmero de anillos
aorticos de diferentes ratas.

Las ratas sobre las que se ha trabajado son ratas macho Wistar, de Harlan
Laboratories (Barcelona, Espaia), con un peso entre 200y 250 g.
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4.Resultados y discusion
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Se han obtenido cuarenta y un compuestos finales, los cuales se pueden
dividir en 6 familias en funcién de la estructura que presentan (Fig. 36).

HN—R,
= »N
Familia A ‘@jl\/N\ \\<o
Ri
NH

Ry = 5-Cl, 5-OMe, 2,3,4-(OMe)g

R, = Et, Pr, Ph
2
SK PN R Ry =H, OM
s , 1=, e
Familia B R1\E>\/‘\\N §\<o R, =Et, Pr, Ph
NH,
: X=0,0
R )
Familia C ! N” R, [R;=H, OMe,Cl
H R, = Me, Ph, p-CIPh, p-CF4Ph
NH,
Y
o ' X =0, OH
Familia D WH R, ‘ R, = Me, Ph, p-CIPh, p-CF4Ph ’
N/
Familia E { R, =Me, Ph, p-CIPh, p-CFsPh]
NH NH
o
OH OH
X, NH NH
Familia F > NTNTYYTY | x-
P 7 N
N N
E)NQ‘

Figura 36. Estructura general de las diferentes familias de compuestos.
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Las familias A y B engloban un total 13 compuestos, en ambas la funcidn
principal es un nucleo de carboxamida, donde el nitrégeno esta sustituido
por restos de etilo, propilo o fenilo. Sin embargo, la diferencia entre estas
familias se encuentra en el anillo heterociclico unido al carbono 1:

- En la familia A, es un anillo de 4,5-dihidro-1H-pirazol, sustituido en
posicidn 3 por un resto de 2-aminofenilo.

- Enlafamilia B, se trata de un anillo de 2,3-dihidro-1,3,4-tiadiazol, con
dos metilos en posicién 2 y un sustituyente 2-aminofenilo en posicién
5.

Pese a la similitud estructural que presentan estas dos familias, las
diferencias en su ruta sintética, al igual que la distinta numeracién del
anillo intermedio, nos obligan a tratarlas por separado.

Las familias Cy D incluyen 20 compuestos, en estos la funcién principal es
un nucleo de imidamida, con diferentes restos aromaticos o alifaticos en
el carbono 2. Ademas, uno de los nitréogenos esta enlazado a una cadena
espaciadora propilica y un anillo aromatico con diferentes sustituyentes.
La diferencia entre estas familias reside en este Ultimo anillo aromatico:
en la familia C se trata de un fenilo con un grupo amino en posicién 2,
mientras que en la familia D es un anillo de piridina unido por el C-3. En
ambas familias se consideran productos finales tanto los derivados con un
grupo hidroxilo en posicién 3, como los que tienen en esa mima posicion
un grupo carbonilo.

La familia E esta formada por 4 derivados con estructura de piridin-3-
ilpirimidina, que resultan de oxidar las piridinas de la familia D.

Por dltimo, los 3 miembros de la familia F, comprenden los derivados
simétricos obtenidos al intentar generar una funcién guanidina como nexo
de unién entre subestructuras de las familias anteriores.

Todos los compuestos que no han sido descritos previamente se han
identificado por espectroscopia de *H-RMN y *C-RMN, ayudandonos de
estudios de RMN bidimensional HSQC y HMBC para la determinacion
inequivoca de los desplazamientos quimicos de los d&tomos de H, Cy en
ciertas ocasiones N, presentes en estas moléculas.

Las tablas presentes en los apartados de analisis espectroscépico
muestran, en primer lugar, los desplazamientos quimicos (J) en ppmy a
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continuacién, entre paréntesis, esta reflejada la multiplicidad de dicha
sefial y sus correspondientes constantes de acoplamiento (/) en Hz.

Con el fin de determinar la potencia y selectividad de los compuestos
finales sintetizados, todos han sido sometidos a ensayos de inhibicion
enzimatica in vitro.

Para las isoformas nNOS e iNOS, en primer lugar, se realizd un cribado a
una concentracién fija que sirvid para seleccionar los compuestos mads
prometedores, para los que posteriormente se obtuvieron los valores de
1Csp.

En el caso de la isoenzima eNOS, se llevaron a cabo ensayos in vitro a nivel
tisular con los candidatos mas potentes de cada familia.

4.1. Familia A

4.1.1. Disefio molecular

Esta familia se centra en el desarrollo de analogos rigidos de las
estructuras kinurenaminicas, una estrategia propuesta en ocasiones
anteriores por nuestro grupo de investigacion.>%167

HN-R,
\N'N‘ﬁo R, = 5-Cl, 5-OMe, 2,3,4-(OMe),

R, R, =Et, Pr, Ph

NH,

Figura 37. Estructura general de los compuestos finales de la Familia A.

Al reemplazar la cadena propilica espaciadora por un anillo de pirazolina,
es posible congelar ciertas conformaciones de la estructura de la
melatonina, manteniendo las distancias entre los extremos de la molécula.
Este efecto se ve reforzado por la posible creacién de un enlace de
hidrégeno intramolecular entre el nitrégeno 2 del anillo de pirazol y el
grupo amino en posicion 2’ (6’ en el caso de los derivados con tres grupos
metoxilo).

R1 = OMe, CI
R, = Et, Pr, Ph

Figura 38. Numeracidn de las estructuras de la familia A.
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Por regla general, estos compuestos tienden a presentar una mayor
selectividad por iNOS.

Con objeto de estudiar la influencia en la potencia y selectividad, se
introdujeron diferentes sustituyentes en el anillo aromatico unidoa 3y en
el N-1 de la funcién carboxamidica.

4.1.2. Sintesis quimica

A continuacion se describe, de forma general, la ruta sintética elegida para
obtener los productos finales de esta familia.

]ij)‘\ Ae, Reactivo
Xﬁ/; d Bng <@(V _deJones
Acetona

o] Q\)\'3

HO | N H " 116a-c 117a-c
Z N0,
(eN HN—R
*C. ,R 2
_ NHAH, S NP SAR
B O
" Eon R DCM Ri
NO, NO,
118a-c 119a-c 120a-g
R, Ry
FAB-1 2,3,4-(OMe); Et
HN-R, FAB-2 2,3,4-(OMe); Pr
% " 22 T
N Ry FAB-4 5-Cl Pr
NH, FAB-5 5-OMe Et
FAB-6 5-OMe Pr
FAB-7 5-OMe Ph

Esquema 1. Ruta sintética propuesta para la familia A.

El intermedio sintético en el que confluyen las tres ramas de esta familia
es el nitrobenzaldehido 116. La sintesis de los derivados trimetoxilados
comienza con el 2,3,4-trimetoxibenzaldehido que, al someterse a un
tratamiento con dacido nitrico y acido acético, se nitra en posicidon 6,
obteniéndose 116a. El 5-cloro-2-nitrobenzaldehido 116b estd disponible
comercialmente. Para el compuesto con solo un grupo metoxilo, se parte
del 5-hidroxi-2-nitrobenzaldehido, que se metila con yoduro de metilo y
carbonato potasico en THF, para dar lugar a 116c.
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El siguiente paso consiste en la adicidn de un resto vinilico al grupo
carbonilo, para lo cual se utiliza bromuro de vinilmagnesio en presencia de
THF anhidro, obteniendo los alcoholes o,fB-insaturados 117a-c. A
continuacioén, se oxida la funcion alcohdlica con el reactivo de Jones para
obtener las cetonas 118a-c. A partir de aqui, el tratamiento con hidrazina
monohidrato conlleva la formacién del anillo de 4,5-dihidro-1H-pirazol,
dando los derivados 119a-c.

CO/?ZN'—NHZ o >) - |
RJ\/ N-NH, ~NH, \
RN RCN
H H.O

H
118a-c 2

R

(fﬂ I(.‘./NH —_— /ENH
. <\J\I,NH2 RN N

119a-c

Esquema 2. Mecanismo de reaccién para la ciclacién de pirazolinas.

Con laintroduccidn de los diferentes isocianatos (de etilo, propilo y fenilo),
utilizando el microondas, se genera la funcidn principal de los compuestos
finales, obteniendo asi las carboxamidas 120a-g. Por ultimo, la reduccion
del grupo nitro a amino usando cloruro de estafio (ll) en etanol, lleva a los
compuestos finales FAB-1 — FAB-7.

4.1.3. Andlisis espectroscépico

El disolvente utilizado para disolver las muestras fue el cloroformo
deuterado (CDCls).

La numeracién de la estructura comun a todos estos compuestos sigue las
reglas establecidas por la IUPAC, iniciando en el anillo de pirazolina,
continuando con el anillo aromatico unido directamente a él y por ultimo
los diferentes sustituyentes de R;.

Para facilitar el trabajo, se ha decidido tratar por separado los derivados
trimetoxilados por poseer una numeracién diferente en el anillo

aromatico.

Las sefiales de los espectros de *H-RMN aparecen reflejadas en la tabla 1.
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Tabla 1. Desplazamientos quimicos (J, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los compuestos intermedios y finales trimetoxilados de la

familia A.
N0 4—\1 HN-R, oy
‘ N
/O, N’ \\<O
2 Ry =
SO ONH, ST
120a 120b FAB-1 FAB-2
H-4 3.18 3.20 3.35 3.35
B (t, 10.3) (t, 10.3) (m) (m)
H-5 4.05 4.03 3.87 3.88
} (t, 10.3) (t, 10.3) (m) (m)
, 7.40 7.39 6.06 6.06
H-> (s) (s) (s) (s)
3.98 (s) 3.96 (s)
-OCH; 3.96 (s) 3.95 (s) 3;8776((3) 33'8786((“:))
3.89 (s) 3.88 (s) : :
5.69 5.74
-CONH- (sa) (sa) 5.62 5.69
NS (sa) (sa)
3.11 3.26
~CH,-CH-CHs o) - )
3.30 1.50 3.35 1.55
~CHo-CHs (m) (m) (m) (m)
CH 1.14 0.91 1.17 0.91
s (t, 7.2) (t, 7.4) (t, 7.2) (t, 7.4)

Comenzando por el anillo de pirazolina, en el caso de los nitroderivados
120a y 120b, pueden observarse dos tripletes asociados a los CH; en
posiciones 4 (6=3.20-3.18 ppm) y 5 (6= 4.05 — 4.03 ppm), la constante
de acoplamiento es J = 10.3 Hz en todos los casos. En los compuestos
finales FAB-1y FAB-2 las sefales son multipletes, H-4 a d=3.35yH-5a &
=3.88.

En el anillo aromatico solo existe un protdn: H-5" que aparece como
singlete entre §=7.40-7.39 ppm en 120a y 120b; y algo mas apantallado
(0=6.06 ppm) en FAB-1y FAB-2.

Los tres grupos metoxilo del anillo aromatico se identifican con tres

singletes comprendidos entre §=3.98 — 3.76 ppm, pudiendo coincidir con
el multiplete que genera H-5 en FAB-1 y FAB-2.
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El protdn de la funcion carboxamida aparece como singlete ancho con 0=
5.74 — 5.62 ppm en toda la familia, con la peculiaridad de que en FAB-1y
FAB-2, esta sefal incluye a su vez los dos protones del grupo amino.

En relacidn a los sustituyentes de R,, el resto de etilo presente en 120a y
FAB-1 muestra el -CH; terminal como un triplete a 6=1.17 - 1.14 ppmyJ
= 7.2 Hz; el CH; sin embargo es un multiplete con 6= 3.35 - 3.30 ppm. El
propilo de 120b y FAB-2 presenta el -CH; terminal como un triplete J =
0.91 ppm con J = 7.4 Hz; un CH; intermedio como multiplete a = 1.55 —
1.50 ppm y el CH;, directamente unido al nitrogeno como multiplete a 6=

3.26-3.11 ppm.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de 3C-RMN para los compuestos
intermedios y finales trimetoxilados de la familia A.

S~
RZ -
S~

120a 120b FAB-1 FAB-2

-CONH- 153.7 153.6 155.12 155.12
C-3 155.2 155.9 155.32 155.42
C-4 37.7 36.2 34.9 36.4
C-5 45.1 44.9 43.6 43.7
c-1 116.6 116.4 102.8 102.9
c-2’ 143.6 143.6 153.6 153.6
c-3 149.1 149.4 134.2 134.3
c-4 152.4 152.3 154.0 154.0
C-5’ 104.1 104.1 95.1 95.2
c-6 146.5 146.5 142.9 142.8
62.0 62.1 61.2 61.2
-OCHs 61.0 61.1 61.0 61.0
56.5 56.8 55.7 55.7
-gHz-CHz-CHg 41.8 41.8
-CH,-CH3 36.4 23.2 36.4 23.6
-CHs 15.3 11.2 15.8 11.3

a Las sefiales marcadas pueden considerarse intercambiables.
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Los espectros de 3C-RMN de estos compuestos muestran los siguientes
picos:

A campo mas alto aparecen las sefales del grupo carboxamida y el
carbono cuaternario C-3 a = 155.9 — 153.6 ppm, siendo indistinguibles la
una de la otra. Los otros dos carbonos del anillo pirazolinico se encuentran
entre 0=37.7-34.9 ppmen C-4y §=45.1-43.6 ppm en C-5.

El anillo aromatico presenta desplazamientos bastante diferentes en
funcién del sustituyente en 2’. En los precursores 120a y 120b, C-1’ (4 =
116.6 — 116.4 ppm), C-3’ (8= 149.4 — 149.1 ppm), C-5’ (5= 104.1 ppm) y
C-6’ (0= 146.5 ppm) estdn mas desapantallados que los de FAB-1y FAB-2,
C-1’ (6=102.9-102.8 ppm), C-3’ (5= 134.3 - 134.2 ppm), C-5’ (§=95.2 —
95.1 ppm) y C-6’ (& = 142.9 — 142.8 ppm); en C-2’ ocurre lo contrario,
siendo d= 143.6 ppm en 120a y 120b, mientras que en FAB-1 y FAB-2 es
6=153.6 ppm. C-4’ es estable a pesar del cambio de grupo funcional, con
5=154.0-—152.3 ppm.

Los tres metoxilos de estas moléculas aparecen en un rango de d=62.1 -
55.7 ppm.

Los carbonos de los sustituyentes de R, se pueden dividir entre los de los
restos etilo (120a y FAB-1), donde el CH; aparece con J = 36.4 ppm y el
CH3 con 0= 15.3 ppm, y los del propilo (120b y FAB-2) donde el CH, mas
proximo al nitrégeno tiene §=41.8 ppm, el CH, intermedio 6= 23.6 —23.2
ppm y el CHs terminal 6=11.3 -11.2 ppm.

Los precursores 120c — 120g serdn los siguientes compuestos a discutir.
Las sefiales que aparecen en sus espectros de *H-RMN se han recogido en
la tabla 3.

Comenzando con el anillo de pirazolina, los dos pares de protones
aparecen como tripletes, H-4 a §=3.13—-3.05 ppmyH-5a §=4.08 —3.98
ppm, con constantes de acoplamiento idénticas comprendidas entre J =
10.4-10.2 Hz.
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos (d, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos intermedios 120c — 120g.

[\1]\H<N\R2 Cl\rrl_r M 1" 2 3"
o Ry = R,= ;\© "
/O\rrrr S~ L
120c 120d 120e 120f 120g

H-4 3.12 3.05 3.10 3.11 3.13

B (t,10.2) (t,10.4) (t, 10.4) (t, 10.4) (t,10.3)

H-5 4.05 3.98 4.05 4.05 4.08

B (t,10.2) (t,10.4) (t, 10.4) (t, 10.4) (t,10.3)
H-3’ 7.78 7.69 8.03 8.02 8.01
} (d, 8.6) (d, 8.6) (d, 8.9) (d, 8.9) (d, 8.8)
6.99 6.99
H-4 7.51 7.43 (dd, 8.9, (dd, 9.0, 6.97
2.7) 2.7)
(m) (m) 6.97 6.97 (m)
H-6’ ‘ '
(d,2.7) (d, 2.7)
5.78 5.76 5.81 5.86 7.80
~CONH- (sa) (sa) (sa) (s2) (s)
3.92 3.92 3.88
~OCHs (s) (s) (s)
~CHy-CHy-CHs phs - s
3.34 1.50 3.33 1.55
~CHo-CHs (m) (m) (m) (m)

CH 1.19 0.88 1.17 0.93

el (t, 7.2) (t, 7.4) (t, 7.2) (t, 7.4)

n ” 7.43
H-2", H-6 (d, 7.6)
H-3”, H-5” 7(%3

” 6.97

H-4 (m)

El anillo aromatico se ve influenciado por el sustituyente que presenta en
posicidon 5’, en el caso de los 5-cloro derivados 120c y 120d la sefial de 3’
aparece como un dobletea §=7.78 — 7.69 ppm y J = 8.6 Hz, mientras que
las otras dos sefales de H-4’ y H-6" colapsan formando un multiplete de &
=7.51—-7.43 ppm. En los 5-metoxi derivados 120e — 120g, la sefal de 3’
aparece a d=8.03 —8.01 ppm como un doblete de J = 9.0 — 8.8 Hz por su
acoplamiento con H-4’, la seiial de H-4" aparece como un doble doblete en
120e y 120f a 5= 6.99 ppm y dos constantes de acoplamientoJ=9.0-8.9
Hz con H-3’ yJ= 2.7 Hz con H-6’, la seiial de H-6’, por tanto, aparece como
un doblete a §=6.97 ppm y J = 2.7 Hz por su acoplamiento con H-4’. En
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120g estas dos ultimas sefiales aparecen juntas en forma de multiplete a
6=6.97 ppm.

El protén presente en el grupo carboxamida aparece en el espectro en
forma de singlete ancho con un & = 5.86 — 5.76 ppm, salvo para 120g,
porque debido al efecto que genera el anillo aromatico, la seiial se detecta
a 0=7.80 ppm en forma de singlete.

El grupo metoxilo de 120e — 120g se reconoce facilmente como un singlete
a 0=3.92-3.88 ppm.

Los diferentes sustituyentes de R, presentan unos valores muy similares a
los vistos anteriormente:

El resto de etilo presente en 120c y 120e muestra el -CH; terminal como
un triplete a 6= 1.19 — 1.17 ppm y J = 7.2 Hz; el CH; sin embargo es un
multiplete con &= 3.34 —3.33 ppm. El propilo de 120d y 120f presenta el
-CHs; terminal como un triplete a 6= 0.93 — 0.88 ppm, con J = 7.4 Hz; un
CH, intermedio como multiplete a 6 = 1.55 — 1.50 ppm y el CH;
directamente unido al nitrégeno como multiplete a = 3.25 — 3.19 ppm.
Por ultimo, el resto de fenilo de 120g refleja tres sefiales en el espectro:
un doblete a d=7.43 ppm correspondiente a H-2"” y H-6", un multiplete a
6 =7.23 ppm correspondiente a H-3” y H-5” y otro multiplete a = 6.97
ppm de H-4”.

Las sefiales de los espectros de *C-RMN para estos compuestos son las
gue aparecen en la tabla 4.

Los tres carbonos del anillo de pirazolina aparecen en el siguiente orden:
a campo mas alto C-3, diferenciando entre 5-cloro derivados con 6= 148.0
— 1479 ppm y 5-metoxi derivados con & = 155.5 — 152.6 ppm; a
continuacién, C-5a =45.5-45.2 ppmy C-4 a §=35.2 —33.4 ppm.

Los 5-cloro derivados 120c y 120d presentan el carbono carboxamidico a
6 =154.9 — 154.8 ppm. En el anillo aromatico los carbonos cuaternarios
pueden encontrarse a =128.2-128.1 ppm C-1’, a = 146.7 — 146.6 ppm
C-2’ y a 0 = 138.7 ppm C-5’; los carbonos arématicos C-4’ y C-6" son
indistinguibles al ser dos sefales a =129.9 ppmy d=129.8 ppm; por otra
parte, C-3’ aparece a d=125.5 ppm.
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos (8, ppm) de 3C-RMN para los productos
intermedios 120c — 120g.

Clns ~
0 &

SN M 5
120c 120d 120e 120f 120g
C-3 148.0 147.9 155.5 155.5 152.6
C-4 33.5 334 34.9 34.8 35.2
C-5 454 45.4 455 45.5 452
c-1 128.2 128.1 130.5 130.4 130.1
c-2’ 146.7 146.6 141.4 141.4 1413
c-3 125.5 125.5 127.4 127.3 127.5
c-4 129.9° 129.9° 114.7 114.7 114.9
Cc-5’ 138.7 138.7 151.4 151.4 152.3
c-6’ 129.82 129.82 115.8 115.8 116.0
-CONH- 154.8 154.9 163.2 163.2 163.3
-OCH; - - 56.3 56.3 56.3
-CH,-CH,-CH3 - 41.8 - 42.0
-CH,-CH3 35.0 23.4 35.1 23.6
-CHs 15.5 11.3 15.7 11.5
Cc-1” - - - - 138.5
c-2”,C-6” - - - - 129.1
Cc-3”, C-5” - - - - 119.1
c-4” - - - - 123.1

a Las sefiales marcadas pueden considerarse intercambiables.

Los 5-metoxi derivados 120e — 120g presentan el carbono carboxamidico
a 0=163.3—-163.2 ppm. En el anillo aromatico, los carbonos cuaternarios
pueden encontrarse a 6=130.5-130.1 ppm C-1’,a 6=141.4—-141.3 ppm
C-2’yC-5"a 6=152.3—-151.4 ppm; el resto de carbonos son C-3’ §=127.5
—127.3 ppm, C-4’ §=114.9-114.7 ppmy C-6’ 5= 116.0 — 115.8 ppm. El
grupo metoxilo de estos derivados aparece con 6= 56.3 ppm.
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Los carbonos de los sustituyentes de R, se pueden dividir entre los restos
etilo (120c y 120e), donde el CH; aparece con &= 35.1—-35.0 ppmy el CHs;
con d=15.7 — 15.5 ppm; los del propilo (120d y 120f), donde el CH, mas
préximo al nitrégeno tiene §=42.0-41.8 ppm, el CH; intermedio = 23.6
—23.4 ppmy el CHs terminal 6=11.5-11.3 ppmYy, por ultimo, el fenilo de
120g con cuatro seiales: C-1” a 6 = 138.5 ppm, C-2” y C-6” a & = 129.1
ppm, C-3"yC-5"a §=119.1 ppmy C-4”" a 6=123.1 ppm.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos (d, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos finales FAB-3 — FAB-7.

MEARL Clns S v E
(0] l:‘1 = R2= @ o
/O\HJ: LT e
FAB-3 FAB-4 FAB-5 FAB-6 FAB-7
H-4 3.27 3.27 3.27 3.28 3.36
B (t, 10.2) (m) (t, 10.1) (m) (t, 10.3)
H-5 3.96 3.95 3.93 3.93 4.02
B (t,10.2) (t, 10.4) (t,10.1) (t,10.1) (t,10.3)
H-3’ 6.68 6.68 6.71 6.71 6.75
B (d, 8.6) (d, 8.6) (d, 8.8) (d, 8.8) (d, 8.8)
H-4’ 7.12 7.11 6.83 6.82 6.87
B (dd, 8.6,2.4) | (dd, 8.6,2.3) | (dd, 8.8,2.8) | (dd,8.8,2.8) | (dd, 8.8,2.8)
H-6' 7.14 7.15 6.74 6.74 6.78
B (d, 2.4) (d, 2.3) (d, 2.8) (d, 2.8) (d, 2.8)
5.62 5.66 7.64
-CONH- 5.54 5.59 (sa) (sa) (s)
(sa) (sa) 5.20 5.22 5.27
NH: (sa) (sa) (sa)
3.76 3.76 3.88
“0CH, (s) (s) (s)
3.27 3.28
-CH,-CH,-CHs (m) (m)
3.37 1.59 3.37 1.57
~CH-CH; (m) (m) (m) (m)
CH 1.20 0.95 1.19 0.94
s (t,7.2) (t, 7.4) (t,7.2) (t, 7.4)

” ” 7.49
H-2”, H-6 (dt, 8.1, 1.1)
” ” 7.31
H-3%, H-5 (dd, 8.1, 7.5)
” 7.05
H-4 (tt, 7.5, 1.1)

Pasamos al estudio de las sefiales de *H-RMN en los productos finales FAB-
3 - FAB-7 (Tabla 5).

146



El anillo de pirazolina sigue mostrando dos sefales, los hidrégenos H-5
aparecen como un triplete a =4.08 —3.93 ppm, conJ=10.4-10.1Hzy
los de H-4 aparecen como triplete en FAB-3, FAB-5 y FAB-7 a 6= 3.36 —
3.27 ppm, con J = 10.3 — 10.1 Hz idéntica a la de H-5; en FAB-4 y FAB-6
aparecen como multipletes a 6= 3.28 — 3.27 ppm por colapsar con una
sefal del resto de propilo.

El anillo aromatico comun a todos estos compuestos tiene tres protones,
el que se encuentra en posicién 3’ aparece como un doblete a §=6.75 —
6.68 ppm, con J = 8.8 — 8.6 Hz por su acoplamiento con H-4’; el protén en
posicidon 4’ aparece como doble doblete, pero su desplazamiento quimico
varia en funcién del sustituyente en 5’: en los 5-cloro derivados es 6=7.12
—7.11 ppm, con J = 8.6 Hz para H-3" y J = 2.4 — 2.3 Hz para H-6’, mientras
que en los 5-metoxi derivados es d=6.87 — 6.82 ppm, con J = 8.8 Hz para
H-3’ y J = 2.8 Hz para H-6’. Finalmente, queda por discernir la sefial de H-
6’, un doblete de §=7.15—7.14 ppmy J = 2.4 — 2.3 Hz en FAB-3 y FAB-4,
y §=6.78—6.74 ppmy J = 2.8 Hz en FAB-5 — FAB-7.

Los tres hidrogenos del grupo metoxilo de FAB-5 — FAB-7 se observan
como un singlete con 6=3.88 —3.76 ppm.

El hidrégeno de la funcién carboxamida aparece como un singlete ancho
que, en el caso de FAB-3 y FAB-4, tiene el mismo desplazamiento quimico
que el grupo amino: d=5.59 — 5.54 ppm; en FAB-5 y FAB-6 aparece a J =
5.66—5.62 ppmy en FAB-7, debido a la influencia del fenilo, es de §=7.64
ppm.

Los protones del grupo amino de FAB-5 — FAB-7 aparecen como singlete
ancho con §=5.27 - 5.20 ppm.

Los diferentes sustituyentes de R, presentan unos valores muy similares a
los vistos anteriormente:

El resto de etilo presente en FAB-3 y FAB-5 muestra el -CH3 terminal como
un triplete a = 1.20 — 1.19 ppm y J = 7.2 Hz; el CH, sin embargo, es un
multiplete con 6= 3.37 ppm. El propilo de FAB-4 y FAB-6 presenta el -CHs
terminal como un triplete a 6= 0.95 — 0.94 ppm, con J = 7.4 Hz; un CH,
intermedio como multiplete a = 1.59 — 1.57 ppm y el CH, directamente
unido al nitrégeno como multiplete a 6= 3.28 — 3.27 ppm. Por ultimo, el
resto de fenilo de FAB-7 refleja tres sefiales en el espectro: un doble
triplete a = 7.49 ppm correspondiente a H-2” y H-6", con constantes de
acoplamientoJ=8.1 Hz con H-3” yH-5”, yJ=1.1 Hz con H-4" y, finalmente,
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un doble doblete a & = 7.31 ppm correspondiente a H-3” y H-5” con
constantes de acoplamiento J = 8.1 Hz con H-2" y H-6” y J = 7.5 Hz con H-
4” y un triple triplete a 6 = 7.05 ppm de H-4”, con constantes de
acoplamiento J = 7.5 Hz con H-3” y H-5” yJ = 1.1 Hz con H-2"” y H-6".

Tabla 6. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de 33C-RMN para los productos
finales FAB-3 — FAB-7.

cl e £ o 2
O 6

O A~ o

FAB-3 FAB-4 FAB-5 FAB-6 FAB-7
C-3 153.0 153.5 154.5 154.4 152.0
C-4 33.3 335 33.9 33.9 34.2
C-5 43.1 43.4 434 43.5 43.2
c-1 114.9 115.2 114.9 115.0 114.6
c-2 144.4 144.6 140.6 140.5 140.6
c-3 116.9 117.2 117.42 117.3 117.6
c-4 130.0 130.8 117.4° 117.4 117.9
Cc-5’ 121.3 121.6 151.5 151.5 151.6
Cc-6’ 128.3 128.5 114.2 114.2 114.3
-CONH- 154.6 154.9 155.1 155.2 155.4
-OCH; - - 56.1 56.1 56.2
-CH,-CH,-CH3 - 41.9 - 42.0 B
-CH,-CH3 34.8 23.6 35.2 23.8 -
-CHs 15.5 11.3 15.9 11.5 -
Cc-1” - - - - 138.5
c-2”, C-6” - - - - 129.1
Cc-3”, C-5” - - - - 119.1
c-4” - - - - 123.3

a Las sefiales marcadas pueden considerarse intercambiables.

Los espectros de 3C-RMN de estos compuestos muestran las siguientes
sefales:
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El anillo de pirazolina cuenta con tres carbonos, siendo C-3 el mads
desapantallado, con &' = 154.5 — 152.0 ppm, el CH, de C-4 aparece a d =
34.2-333ppmyC-5a d=43.5-43.1 ppm.

El carbono de la funcién carboxamidica unida al nitrégeno en posicion 1
muestra una sefal de 8= 155.4 — 154.6 ppm.

En el anillo aromdtico, apenas varian las sefiales, correspondiendo C-1’ con
6=115.2-114.6 ppm, C-2’ con §=144.6 —140.5 ppmy C-3’ con §=117.6
—116.9 ppm, en todos los productos.

Los 5-metoxi derivados presentan C-3’ y C-4’ en el mismo rango de ppm (&
=117.9-117.3 ppm), lo que hace a estos dos carbonos indistinguibles, C-
5’ tiene 6=151.6 - 151.5 ppmy C-6’ 6=114.3 -114.2 ppm.

Para los 5-cloro derivados, C-4’ aparece con J = 130.8 — 130.0 ppm, C-5’
con 6=121.6-121.3 ppmy C-6' con 6=128.5—-128.3 ppm.

El carbono del grupo metoxilo se encuentra entre d=56.2 —56.1 ppm.

Los carbonos de los sustituyentes de R, se pueden dividir entre los restos
de etilo (FAB-3 y FAB-5), donde el CH; aparece con &= 35.2 - 34.8 ppmy
el CHs con = 15.9 — 15.5 ppm; los del propilo (FAB-4 y FAB-6), donde el
CH; mas préximo al nitrégeno tiene d=42.0—-41.9 ppm, el CH; intermedio
6=23.8-23.6 ppmy el CH; terminal 6= 11.5 - 11.3 ppm, y el fenilo de
FAB-7 con cuatro sefiales: C-1” a d = 138.5 ppm, C-2” y C-6” a 6= 129.1
ppm, C-3"yC-5"a §=119.1 ppmy C-4”" a =123.3 ppm.

4.1.4. Estudios bioldgicos

Siguiendo el protocolo de Bredt & Snyder, que se ha detallado en el
apartado experimental de esta tesis, los siete compuestos finales de esta
familia fueron testados como inhibidores de las isoformas inducible y
neuronal de la NOS.

Como puede apreciarse en la tabla 7, los porcentajes de inhibicién a 1 mM
para iNOS se situan entre 11.34% y 76.86%, mientras que para nNOS estan
entre 2.27% y 31.77%, lo que demuestra que, en general, los compuestos
de esta familia inhiben con mayor potencia la isoforma inducible.

Del mismo modo, también se puede observar que los derivados con un

radical propilico en R, dan lugar a una mayor inhibicidn que el resto de
sustituyentes.
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Tabla 7. Porcentajes de inhibicidn a concentraciéon 1 mM de la familia A.

% inhibicién

% inhibicion

Compuesto R1 R2 iNOS ANOS
FAB-1 2,3,4-(OMe);  Et 32.16+2.03 19.97 £0.21
FAB-2 2,3,4-(OMe);  Pr 76.86 £ 0.21 31.77 £0.82
FAB-3 5-Cl Et 13.93+1.92 2.27+1.27
FAB-4 5-Cl Pr 61.97 +1.20 30.48+2.21
FAB-5 5-OMe Et 3842+1.61 12.79+1.24
FAB-6 5-OMe Pr 40.68 +£2.48 17.69 £1.93
FAB-7 5-OMe Ph 11.34+£1.39 22.70+2.78

Para las moléculas con mejores porcentajes de inhibicion iNOS se
calcularon los valores de ICsg, cuyos resultados se muestran en la tabla 8.
El mejor inhibidor de esta familia es el derivado con tres grupos metoxilo
en el anillo bencénico y un resto propilico en R, (FAB-2), con una
selectividad de, aproximadamente, 2.5 veces sobre nNOS.

Tabla 8. Valores de ICso para la inhibicion de la actividad iNOS de las pirazolinas
ma3s potentes.

iNOS
Compuesto  1Cso (UM)
FAB-2 130
FAB-4 740

A pesar de mostrar bajos niveles de inhibicién en nNOS, en estos
compuestos se repite un patrén que relaciona la potencia inhibitoria con
el sustituyente en R,: cuanto mayor es el volumen del mismo, mayor es la
potencia inhibitoria.

Una vez finalizado el estudio de las isoformas neuronal e inducible, nos
parecid adecuado incluir ensayos bioldgicos con la isoforma endotelial,
siendo el principal objetivo, descartar posibles efectos adversos a nivel
circulatorio en el caso de una administracién sistémica.

Para ello, seleccionamos el mejor inhibidor de esta familia (FAB-2) y fue

sometido al ensayo descrito en el apartado 3.2.2. utilizando anillos
adrticos de rata con el endotelio intacto.
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Figura 39. Efectos de FAB-2 sobre la actividad de eNOS.1¢®

Los graficos representados en la figura 39 muestran los resultados de estas
experiencias.

El primero de ellos (a) compara el porcentaje de relajacion a medida que
se aumenta la concentracion de Ach en:

- Tres concentraciones diferentes de FAB-2 (1 mM, 0.5 mMy 0.1 mM).
- L-NAME a una concentracion de 1 mM (inhibidor conocido de eNOS).
- Elvehiculo (DMSO) en el que se disuelven los compuestos a ensayar.

Mientras L-NAME mantuvo una contraccién maxima a lo largo de todo el
experimento, tanto el vehiculo como las dos concentraciones mas bajas
de FAB-2, no mostraron alteraciones a la respuesta basal. No obstante, a
1 mM, FAB-2 inhibid significativamente la relajacion inducida por Ach.

Cuando se midid el area bajo la curva (AUC), representada en el segundo
grafico (b), se pudo concretar que el porcentaje de inhibicion provocado
por FAB-2 a 1 mM es del 33.1%.

Como conclusidn a este experimento, podemos afirmar que en el rango en

el que se encuentra la ICsp de FAB-2 para iNOS no existe efecto sobre la
isoforma endotelial.
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4.2. FamiliaB

4.2.1. Disefio molecular

Continuando con la estrategia de aumentar la rigidez de la cadena
espaciadora, se decidid sustituir el anillo de pirazolina por uno de
tiadiazolina, apareciendo asi la familia de las 2,2-dimetil-1,3,4-tiadiazol-
3(2H)-carboxamidas.

Figura 40. Estructura general de los compuestos de la familia B.

La explicacion para la limitacion de la flexibilidad con este cambio proviene
del mayor volumen del &tomo de azufre respecto al carbono, obligando al
angulo de enlace en ese vértice del anillo a ser mas agudo. Si a esto se le
une la presencia de dos metilos en el carbono adyacente, esta parte de la
molécula se encuentra mucho mas tensionada y, por tanto, menos
propensa a cambiar de conformacion.

En relacidn a la conformacion que podrian adquirir estas moléculas en el
lugar de unién a la enzima, no difiere demasiado de la familia anterior,
siendo posible, en este caso, la formacién de un enlace de hidrégeno
intramolecular entre el grupo amino del anillo aromatico y el N-4 del
heterociclico.

4.2.2. Sintesis quimica

En este caso, los productos de partida son el acido 2-nitrobenzoico y su
derivado 5-metoxilado, ambos de origen comercial, sobre los que se
realiza una esterificacidén con etanol y acido sulfurico para obtener 121a-
b. Estos intermedios se someten a un tratamiento con hidrazina en etanol
generando las hidrazidas 122a-b. En presencia de acetona, se adicionard
un resto isopropilidénico sobre el nitrégeno menos sustituido, llegando a
los intermedios 123a-b. A continuacidn, se utiliza el reactivo de Lawesson
para ciclar esta estructura, al tiempo que se introduce un dtomo de S,
dando lugar al anillo de tiadiazol y obteniendo los derivados 124a-b.
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Esquema 3. Ruta sintética propuesta para la familia B.

A continuacidn, se procede a la adicidon nucleofilica de los diferentes
isocianatos de alquilo o arilo, obteniendo 125a-e. Al igual que en la familia
anterior, el Ultimo paso consiste en una reduccidén del grupo nitro a amino

con cloruro estannoso, dando lugar a los productos finales FAB-8 — FAB-
12,

Reactivo de Lawesson 123a-b
H H
8,00 N\N/J\ S\\P@N\N/)\
| A \S \Rr E— | X CS) R E—
€]
~oNF S0 NF
L
N \ S
DG I NH
~oTNF S:\QR RN

124a-b

Esquema 4. Mecanismo de reaccién para la ciclacién de las tiadiazolinas.

4.2.3. Andlisis espectroscépico

El disolvente utilizado para todos los experimentos fue el cloroformo
deuterado (CDCls).
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La numeracién de la estructura comun a todos estos compuestos sigue las
reglas establecidas por la IUPAC, comenzando por el anillo de tiadiazol,
continuando con el anillo aromatico unido directamente a él y por ultimo
los diferentes sustituyentes de R;.

Tabla 9. Desplazamientos quimicos (d, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos intermedios 125a — 125e.

Ko
& 5 8\2 N H \‘JJI N 1 3
Ri~S g N °® HN-R, | Ri= Ro= v
4 "
/O\‘J_,J' 9?\/\ ° 5"

4' o NO2
;
125a 125b 125¢ 125d 125¢
2.07 2.05 2.11 2.10 2.09
2x-CH; (s) (s) (s) (s) (s)
7.72 7.69 7.74
H-3’ (dd, 7.9, (dd, 7.8, (dd, 7.8, (d7'249) (d7‘210)
13) 13) 13) "o "2
7.55 7.53 7.59
H-4’ (ddd, 7.9, (ddd, 7.8, (ddd, 7.8, (d7'(2)17) (d7‘(2)°8)
7.8,1.6) 7.7,16) 7.7,16) » & » 2
7.60 7.59 7.64
H-5’ (ddd, 7.8, (ddd, 7.7, (ddd, 7.7,
7.6,1.3) 7.6,1.3) 7.6,1.4)
7.52 7.49 7.54
H-6’ (dd, 7.6, (dd, 7.6, (dd, 7.6, 6('3)9 ( de'ggg)
1.6) 1.5) 1.5) e
5.82 5.88 7.91 5.88 5,93
-CONH- (sa) (sa) (sa) (sa) (sa)
3.92 3.91
~OCH; (s) (s)
3.18 3.19
~CHy-CHa-CHs - i : -
3.26 1.53 3.30 1.54
-CH-CHs (m) (m) ) (m) (m)
1.16 0.93 1.16 0.92
-CHz-CHs (t, 7.3) (t, 7.4) ) (t,7.2) (t, 7.4)
7.49
H-2" H-6" : : (dd, 8.6,
1.1)
H-3", H-5" 73
(m)
” 7.06
H-4 (td, 7.4, 1.1)

En esta familia, el anillo principal consta solamente de los protones
presentes en los dos -CHs en posicidn 2, los cuales, al estar tan aislados,
aparecen como un Unico singlete a 6=2.11—-2.05 ppm.
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En el estudio del anillo aromatico se aprecian notables diferencias entre
los protones de los derivados sin sustitucién en posicién 5’ y los derivados
metoxilados.

En 125a — 125c¢ la multiplicidad de las sefales es mayor, apareciendo H-3’
como doble doblete a d=7.74 — 7.69 ppm, con J = 7.9 — 7.8 Hz por su
acoplamiento con H-4’, y J = 1.3 Hz por su acoplamiento con H-5". El
siguiente proton (H-4’) es un doble doble doblete, con d=7.59 —7.53 ppm
y acoplamientos con H-3’ (J=7.9-7.8 Hz), con H-5’ (/=7.8 —7.7 Hz) y con
H-6’ (J = 1.6 Hz). A continuacién, H-5’ resuena a 6= 7.64 —7.59 ppm como
doble doble doblete y sus constantes de acoplamiento sonJ=7.8—-7.7 Hz
por su acoplamiento con H-4’, J = 7.6 Hz por su acoplamiento con H-6’, y J
= 1.4 — 1.3 Hz por su acoplamiento con H-5’. La ultima de las sefiales H-6’
es un doble doblete a d=7.54 — 7.49 ppm, al estar acoplado con H-5’ (J =
7.6 Hz) y con H-4’ (J = 1.6 — 1.5 Hz).

En 125d y 125e las sefiales se identifican como un doblete para H-3"a 6=
7.94 -7.91 ppm, conJ=9.0 - 8.9 Hz y las sefiales de H-4’ y H-6’ aparecen
practicamente juntas a = 7.01 —6.98 ppm, complicando su identificacion
inequivoca. Los protones de los grupos metoxilo en posicién 5’ aparecen
como singletes entre d=3.92 —3.91 ppm.

El protdon perteneciente al grupo carboxamida aparece como singlete
ancho en §=5.93 —5.82 ppm, salvo en el caso de 125¢, donde la influencia
del grupo fenilo desplaza la sefial hasta = 7.91 ppm.

Los diferentes sustituyentes de R, presentan unos valores muy similares a
los vistos anteriormente:

El resto de etilo presente en 125a y 125d muestra el -CH; terminal como
un triplete a 0= 1.16 ppm y J = 7.3 — 7.2 Hz; el CH; sin embargo, es un
multiplete con d=3.30—3.26 ppm. El propilo de 125b y 125e presenta el
-CHs terminal como un triplete = 0.93 —0.92 ppm con J = 7.4 Hz, un CH,
intermedio como multiplete a d = 1.54— 1.53 ppm vy, finalmente, el CH,
directamente unido al nitrégeno como multiplete a 6= 3.19 — 3.18 ppm.
Por ultimo, el resto de fenilo de 125c refleja tres sefiales en el espectro:
un doble doblete a ¢ = 7.49 ppm correspondiente a H-2” y H-6", con
constantes de acoplamiento J = 8.6 Hz con H-3” y H-5” y J = 1.1 Hz con H-
4”, un multiplete a §=7.31 ppm correspondiente a H-3” y H-5”, y un triple
doblete a 6= 7.06 ppm de H-4”, con constantes de acoplamientoJ=7.4 Hz
con H-3" y H-5"yJ=1.1Hz con H-2" y H-6".
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
intermedios 125a — 125e.

H
R
R‘l = R2=

P
O g o

125a 125b 125¢ 125d 125e
2x -CH3 29.8 29.8 29.8 29.7 29.7
C-2 82.5 82.5 82.4 82.8 82.7
C-5 140.1 139.9 148.6 141.72 141.72
c-1 124.4 124.2 123.7 127.9 127.8
c-2 148.6 148.6 141.0 141.22 141.1a
c-3 123.9 123.8 123.4 127.1 126.9
c-4 130.7° 130.6° 130.6 115.3 115.3
Cc-5’ 132.1 132.0 131.0 162.7 162.6
Cc-6’ 130.6 130.62 132.1 116.2 116.1
-CONH- 154.6 154.7 151.7 154.8 154.9
-OCH; - - - 56.3 56.3
-CH,-CH,-CHs - 42.0 - - 42.0
-CH,-CHs 35.1 23.3 - 35.1 23.4
-CH,-CH3 15.3 114 - 15.4 11.5
Cc-1” - - 138.3 - -
c-2”, C-6” - - 119.4 - -
Cc-3”, C-5” - - 129.1 - -
c-4” - - 123.8 - -

a Las sefiales marcadas pueden considerarse intercambiables.

Comenzando el estudio de 3C-RMN por el anillo de tiadiazol, pueden
observarse 3 sefiales, a campo mads alto aparece C-5, un carbono
cuaternario de d=148.6 —139.9 ppm, a continuacion aparece C-2 con d'=
82.7—-82.4 ppmy, por ultimo, los dos metilos unidos a este carbono entre
6=29.8-29.7 ppm.

Abordaremos por separado el estudio del anillo aromatico en funcién del
sustituyente que presentan:
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Los compuestos 125a — 125¢ muestran C-1’ a = 124.4 — 123.7 ppm, C-2’
a 0=148.6-141.0 ppm, C-3'a §=123.9-123.4 ppmy C-5 a §=132.1 -
131.0 ppm. Los carbonos C-4’ y C-6’ tienen un desplazamiento quimico
muy similar, comprendido entre 6= 130.7 — 130.6 ppm, lo que complica
su identificacién inequivoca.

En el caso de 125d y 125e, C-1" aparece a =127.9-127.8 ppm,C-2"a &
=141.2 - 141.1 ppm (facilmente intercambiable por las sefiales de C-5), C-
3’ a §=127.1-126.9 ppm, C-4’ a §=115.3 ppm, C-5' a 5= 162.7 — 162.6
ppmy C-6"a = 116.2 — 116.1 ppm. La seial del metoxilo unido a C-5’
resuena a J=56.3 ppm.

El carbono de la funcién carboxamida posee un entorno muy similar en
todos estos compuestos, lo que le confiere un 6= 154.9 —151.6 ppm.

Los carbonos de los sustituyentes de R, se pueden dividir entre los restos
etilo (125a y 125d), donde el CH; aparece con d=35.1 ppmy el CHs con &
=15.4—15.3 ppm; los del propilo (125b y 125d), donde el CH, mas préoximo
al nitrégeno tiene 6= 42.0 ppm, el CH; intermedio 6= 23.4—23.3 ppmy
el CHs terminal 6=11.5-11.4 ppm, y el fenilo de 125e con cuatro sefiales:
C-1”a 6=138.3 ppm, C-2" yC-6”" a 6=119.4 ppm, C-3" yC-5" a §=129.1
ppmy C-4”a 6=123.8 ppm.

La tabla 11 contiene las sefiales que presentan espectros de *H-RMN de
los productos finales de esta familia.

El anillo de tiadiazol muestra las sefiales de los dos metilos como un
singlete a §=2.15-2.02 ppm.

El anillo aromatico de FAB-8 — FAB-10 muestra sus cuatro protones como
dos multipletes, el primero comprendido entre ¢ = 7.27 — 7.16 ppm,
resultado del colapso de las sefiales H-4’ y H-6’; y el segundo entre = 6.80
—6.71 ppm, que incluye a H-3’ y H-5.

En FAB-11 y FAB-12 las sefiales aparecen mas claras por la ausencia del
protdn en posicién 5’: H-3’ es un doblete a = 6.70 ppm, acoplado con H-
4’ (J = 8.8 Hz); H-4’ es un doble doblete a § = 6.83 — 6.82 ppm, al estar
acoplado con H-3’ (J = 8.8 Hz) y con H-6" (J = 2.8 — 2.7 Hz); la ultima sefial
es H-6’, un doblete a 6= 6.73 — 6.72 ppm, con J = 2.8 — 2.7 Hz por su
acoplamiento con H-4’. El grupo metoxilo en posicién 5’ se observa como
singlete a d=3.75 ppm.
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos (&, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos finales FAB-8 — FAB-12.

1 O "
: 5SJZ(N—/( s I~ A
4 O & g
. NH, ~ \rrrr N\ -
Z
FAB-8 | FAB-9 | FAB-10 | FAB-11 | FAB-12
2.02 2.03 2.15 2.03 2.03
2x-CH; (s) (s) (s) (s) (s)
H_3, 6.71a 6.72a 6.80a 6.70 6.70
(m) (m) (m) (d,8.8) (d,8.8)
6.82 6.83
Hea? 7.16b 7.17b 7.27b dd 8.5, dd 8.,
(m) (m) (m) i Vo
, 6.71a 6.72a 6.80a
H- (m) (m) (m)
H_6, 7.16b 7.17b 7.27b 6.72 6.73
(m) (m) (m) (d,2.7) (d,2.8)
5.69 5.77 7.79 5.74 5,80
-CONH- (sa) (sa) (s) (sa) (sa)
NH 4.90 5.16 5.30 5.22 5,25
s (sa) (sa) (sa) (sa) (sa)
3.75 3.75
-OCH, (s) (s)
3.24 3.24
~CHy-CHa-CHs - -
3.31 1.56 3.32
-CH-CHs (m) (m) (m) 1.56 (m)
1.16 0.94 1.17 0.94
-CHx-CHs (t, 7.3) (t, 7.4) (t, 7.2) (t, 7.4)
n n 7.49
H-2" H-6 o on
7.36
H-3", H-5" (dd, 8.5,
7.4)
” 7.12
H-4 (t, 7.4)

Los protones del grupo amino aparecen en todos los casos como singlete
ancho entre 6=5.30-4.90 ppm.

En el grupo carboxamida, la sefial del protén es un singlete ancho a =
5.80 — 5.69 ppm, con la excepcién de FAB-10 donde hablamos de un
singlete a d=7.79 ppm.

Los diferentes sustituyentes de R, presentan unos valores muy similares a
los vistos anteriormente:
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El resto de etilo presente en FAB-8 y FAB-11 muestra el -CH; terminal
como un triplete 6=1.17-1.16 ppmyJ=7.3—7.2 Hz; el CH, sin embargo,
es un multiplete con 0 = 3.32 — 3.31 ppm. El propilo de FAB-9 y FAB-12
presenta el -CHs terminal como un triplete 6= 0.94 ppm con J=7.4 Hz; un
CH, intermedio como multiplete a 4 = 1.56 ppm y el CH, directamente
unido al nitrégeno como multiplete a 6= 3.24 ppm. Por ultimo, el resto de
fenilo de FAB-10 refleja tres sefiales en el espectro: un doblete a §=7.49
ppm correspondiente a H-2"” y H-6", acoplandose con /= 8.6 Hz a H-3” y H-
5”; un doble doblete a = 7.36 ppm correspondiente a H-3” y H-5", esta
sefial se acopla con H-2” y H-6” (J = 8.6 Hz) y con H-4” (J = 7.4 Hz);
finalmente observamos un triplete a §=7.12 ppm de H-4” con constante
de acoplamiento J = 7.4 Hz con H-3” y H-5".

En los espectros de 3C-RMN (Tabla 12), el anillo de tiadiazol presenta 3
sefiales: C-2 aparece a 6= 78.8 — 78.2 ppm, los dos metilos unidos a este
carbono tienen un desplazamiento de §=29.8 — 29.5 ppm y, por ultimo, a
campo mas alto aparece C-5, un carbono cuaternario de 6= 145.3 — 145.2
ppm en FAB-8 — FAB-10y = 152.0 — 151.7 ppm en FAB-11 y FAB-12.

Abordaremos por separado el estudio del anillo aromatico en funcién del
sustituyente que presentan:

Los compuestos FAB-8 — FAB-10 muestran como sefiales claramente
diferenciadas C-1’, que aparece a 6=113.5-113.3 ppmyC-2’'a 6=148.9
—147.7 ppm. Los carbonos C-4’ y C-6’ tienen un desplazamiento quimico
muy similar comprendido entre = 131.4 - 130.7 ppm, y lo mismo ocurre
con C-3" y C-5 a 6 =117.8 — 116.3 ppm, complicando su identificacion
inequivoca.

En el caso de FAB-11 y FAB-12, C-1’ aparece en 6= 114.7 — 114.4 ppm, C-
2’a 6=139.7-139.4 ppm,C-3’yC-4 a 6=118.8-117.9 ppm, C-5 a d=
147.4 - 147.2 ppm y C-6" a § = 114.4 — 114.1 ppm. La seiial del metoxilo
unido a C-5’ se encuentra a d=56.4 —56.3 ppm.

El carbono de la funcién carboxamida posee un entorno muy similar en
todos estos compuestos, lo que le confiere un 6= 154.9 —151.9 ppm.
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
finales FAB-8 — FAB-12.

Ko
'5SZN—< H

o - \‘JJ.r M 1 3
Ri~s x| N°HN-R, | Ri= Rz= «
4 "
/O\rrrr PN S

@ » NH»
.
FAB-8 FAB-9 FAB-10 FAB-11 FAB-12
2x -CH3 29.5 29.5 29.6 29.6 29.8
C-2 78.2 78.2 78.2 78.5 78.8
C-5 145.2 145.3 145.3 151.7 152.0
c-1 113.5 113.5 113.3 114.4 114.7
c-2 147.7 147.7 148.9 139.4 139.7
c-3 116.4° 116.3° 116.5b 117.9 118.2
c-4 130.7° 130.7° 130.8° 118.5 118.8
Cc-5’ 117.6b 117.6° 117.8b 147.2 147.4
C-6 131.0° 131.0° 131.42 114.1 114.4
-CONH- 154.8 154.9 151.9 154.8 155.1
-OCH; - - - 56.4 56.3
-CH,-CH,-CHs - 42.0 - - 423
-CH,-CHs 35.0 23.5 - 35.2 23.4
-CH,-CH3 15.6 11.5 - 15.6 11.7
Cc-1” - - 138.2
c-2”,C-6” - - 129.1
Cc-3”, C-5” - - 119.8
c-4” - - 123.6

ab | 35 sefiales marcadas con la misma letra pueden considerarse intercambiables.

Los carbonos de los sustituyentes de R, se pueden dividir entre los restos
de etilo (FAB-8 y FAB-11), donde el CH, aparece con d=35.2 - 35.0 ppmy
el CH3 con 6=15.6 ppm, los del propilo (FAB-9 y FAB-12) donde el CH, mas
préximo al nitrégeno tiene d=42.3-42.0 ppm, el CH; intermedio d=23.5
—23.4 ppmy el CHs terminal =11.7 — 11.5 ppm; por ultimo, y, por ultimo,
el fenilo de FAB-10 muestra cuatro sefiales: C-1” a = 138.2 ppm, C-2" y
C-6”"a 0=129.1 ppm, C-3"yC-5"a d=119.8 ppm y C-4” a 5= 123.8 ppm.
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4.2.4. Estudios bioldgicos

Los ensayos bioldgicos llevados a cabo en la familia de las tiadiazolinas
dieron lugar a unos resultados interesantes.

La tabla 13 recoge el cribado preliminar con las isoformas inducible y
neuronal de la NOS. En este caso, los compuestos se ensayaron a una
concentracion de 1 mM, obteniéndose valores comprendidos entre
28.09% y 58.07% para iNOS, mientras que en nNOS los porcentajes oscilan
entre 26.8% vy 74.11%.

Tabla 13. Porcentajes de inhibicién a concentracién 1 mM de la familia B.

Compuesto R1 Rz % inhibicidon iINOS % inhibicion nNOS
FAB-8 H Et 28.09+£0.61 74.11 +1.87
FAB-9 H Pr 58.07 +1.39 64.60 = 1.50
FAB-10 H Ph 42.06 £0.62 67.02+0.17
FAB-11 5-OMe Et 53.54+0.23 33.30+1.05
FAB-12 5-OMe Pr 57.61+1.33 26.80+2.68

Una simple comparacidon de porcentajes nos permite afirmar que esta
familia es mas potente frente a la isoforma neuronal que la A. En este caso,
la importancia para la actividad del sustituyente en R, decrece en favor de
Ri1, donde los compuestos con el anillo aromatico sin sustituir presentan
los mayores porcentajes de inhibicion.

En esta familia se seleccionaron tres candidatos para el calculo de sus ICsg,
los resultados obtenidos aparecen en la tabla 14. Entre ellos FAB-8 resulté
ser el inhibidor nNOS mas potente.

Tabla 14. Valores de ICs para la inhibicidn de la actividad nNOS de las
tiadiazolinas mas potentes.

nNOS
Compuesto  1Cso (UM)
FAB-8 420
FAB-9 720
FAB-10 770
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4.3. FamiliaC

4.3.1. Disefio molecular

Esta familia supone una aproximacién mas clasica a las kinurenaminas,
derivados andlogos del principal metabolito a nivel cerebral de la
melatonina. No obstante, el principal factor diferencial de esta nueva serie
de compuestos es el cambio isostérico del oxigeno amidico por un
nitrégeno, dando lugar a la funciéon imidamida. Esta familia, por tanto, se
podria denominar como derivados de 3-oxo 6 3-hidroxipropil-imidamidas.

)]\ X=0, OH

N7 R, Ry = H, OMe, Cl
H R, =Me, Ph, p-CIPh, p-CF5

2> NH,
Figura 41. Estructura general de la familia C.

4.3.2. Sintesis quimica

NH - HCI
0 CH4CN OH _N OH £
R1\©\)}\H n-Buli Ry | N Z f:s Ry | N NH, 128a
THF HBr -NH
NO, ~Z > No, 7 No, s R,
116b-d 126b-d 127b-d 128b-d
OH NH Fe OH NH bi T i
R J\ FeSO Ry N N R Ph HN" "R,
D NTRe I Ho?
H50 %
F NO, NH»,
129a-i FAB-13 - FAB-21
Reactivo % NH Fe % NH
de Jones Ry J\ FeSO, Ry J\
N™ Ry ————> N” "Rp
Acetona H H,0 H
NO, NH»
130a-i FAB-22 - FAB-29
C-3' R4 Ry C-3' R4 Ry
FAB-13 OH Cl Me FAB-22 (e] Cl Me
FAB-14 OH OMe Me FAB-23 O OMe Me
FAB-15 OH OMe Ph FAB-24 (6] OMe Ph
FAB-16 OH OMe p-CIPh FAB-25 (e] OMe p-CIPh
FAB-17 OH OMe p-CF3Ph FAB-26 (0] H Me
FAB-18 OH H Me FAB-27 (0] H Ph
FAB-19 OH H Ph FAB-28 (e] H p-CIPh
FAB-20 OH H p-CIPh FAB-29 (6] H p-CF3Ph
FAB-21 OH H p-CF4Ph

Esquema 5. Ruta sintética para la familia C.
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Al igual que en la familia A, los productos de partida de esta ruta sintética
son los nitrobenzaldehidos 116b-d, con la diferencia de que en lugar del
derivado trimetoxilado 1164, utilizaremos el 2-nitrobenzaldehido 116d, de
origen comercial.

La primera reaccion consiste en una adicidn nucleofilica al grupo carbonilo
de 116b-d. El nucledfilo necesario para esta reaccidn se genera mediante
metalacién del acetonitrilo en presencia de n-Buli, dando lugar a
(cianometil)litio. Este ataca al grupo carbonilo y origina una cadena lateral
de propanonitrilo con un grupo hidroxilo en posicion 3 (126b-d).

N
/‘\H |N| o)
\/\/Li H u H —_— H .

o ®
L OH
N >~ Q I Hzo N\\
S — +  LiOH
R R
126

Esquema 6. Mecanismo de formacién de los derivados de 3-hidroxi-3-
fenilpropanonitrilo.

A continuacion, se reduce el triple enlace con una solucién de borano en
THF y posterior tratamiento con HCl concentrado, apareciendo las aminas
primarias 127b-d.

Para el siguiente paso es necesario sintetizar los bencimidotioatos de
bencilo 128b-d, partiendo de bromuro de bencilo y la correspondiente
benzotioamida.®

La reaccidon entre las aminas 127b-d y 128a-d, donde incluimos el
acetimidato de etilo 128a disponible comercialmente, genera 9
intermedios 129a-i, en los que aparece por primera vez la funcién principal
de esta familia: la imidamida.

En este punto la ruta sintética se bifurca. Por un lado, para obtener los
productos finales FAB-14 — FAB-22, hemos de reducir el grupo nitro a
amino mediante la reaccidn con hierro y sulfato ferroso en agua. Por otro
lado, el resto de productos finales, requieren de una oxidacién con el
reactivo de Jones para dar lugar a las cetonas 130a-i que, posteriormente,

163



sufrirdn la misma reduccion antes mencionada y cuyo resultado sera la
formacion de los compuestos finales FAB-23 — FAB-29.

4.3.3. Andlisis espectroscépico

Todos los compuestos que no han sido descritos previamente se han
identificado por espectroscopia de *H-RMN (400 o 500 MHz) y *C-RMN
(101 o 125), ayudandonos de estudios de RMN bidimensional HSQC vy
HMBC para la determinacion inequivoca de los desplazamientos quimicos
de los &tomos de H y C presentes en estas moléculas.

Las tablas que aparecen a continuacién incluyen, en primer lugar los
desplazamientos quimicos (&) en ppm, a continuacion, entre paréntesis,
estd reflejada la multiplicidad de dicha sefial y sus correspondientes
constantes de acoplamiento (J) en Hz.

El disolvente utilizado principalmente para disolver las muestras fue
metanol deuterado (CDsCOD), en los casos en los que la solubilidad no lo
permitié o se buscase observar los protones labiles unidos a nitrégeno u
oxigeno se utilizé dimetilsulféxido deuterado (dg-DMSO).

La numeracién de la estructura comun a todos estos compuestos sigue las
reglas establecidas por la IUPAC, comenzando por el nicleo de imidamida,
continuando con la cadena propilica unida al nitrégeno 1, seguida del
anillo aromatico unido a 3’ y, por ultimo, los diferentes sustituyentes de
R>.

Comenzaremos con el estudio de *H-RMN en los intermedios con grupo
hidroxilo en 3’, 129a — 129i, recogido en la tabla 15.

La cadena propilica consta de cinco protones. Los dos primeros, en
posicion 1’, aparecen como un Unico multiplete a 6= 3.85—-3.52 ppm; los
dos protones en posicién 2’, debido a la influencia del centro
estereogénico en 3’, aparecen como dos multipletes separados: §=2.35—
2.10 ppmy O = 2.08 — 1.84 ppm; por ultimo, H-3’ puede aparecer como
doblete, doble doblete o multiplete entre 6 = 5.59 — 5.13 ppm, con
constantes de acoplamiento cuando corresponden de J=10.4—-9.3HzyJ
=2.4-2.0Hz.
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Tabla 15. Desplazamientos quimicos (J, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos intermedios 129a — 129i.

-

N

cl & ‘ :
CH
B i ’ &©
- o Ro= °
H 2°R, R, ~ \‘_rrr 2 . ) e
H
R N I e
129a | 129b | 129c | 129d | 129e | 129f | 129g | 129h | 129i
H-1/ 3.52 3.55 3.85 3.80 3.83 3.52 3.61 3.81 3.62
(m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m)
H-2’ 2.34 2.13 2.35 2.32 2.32 2.13 2.10 2.32 2.10
a (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m)
H-2'b 1.85 1.84 2.02 1.99 1.98 1.91 1.93 2.08 1.92
(m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m)
5.27 5.42 5.59 5.55 5.55 5.42 5.13
H-3’ (dd, (dd, (dd, (dd, (dd, 5.24 5.14 (dd, (dd,
B 9.5, 9.3, 9.4, 10.4, 9.4, (d, 9.4) (m) 9.6, 9.2,
2.3) 2.0) 2.1) 2.1) 2.1) 2.4) 2.1)
7.90 7.87 ’Z'gj
H-3" 8.00 8.08 8.14 8.14 8.14 (dd, (dd, (8 5 7.86
B (d,8.7) | (d,9.1) | (d,9.1) | (d,9.1) | (d,9.1) 7.5, 7.9, sg (d, 7.5)
4.7) 1.3) 11)
7.51 7.00 7.05 7.04 7.04 7.82
H-a” (dd, (dd, (dd, (dd, (dd, 7.71 7.74 (dt, 7.76
8.7, 9.1, 9.1, 9.1, 9.1, (t, 7.5) (m) 7.4, (t, 7.5)
2.3) 2.7) 2.8) 2.8) 2.8) 1.2)
7.53 7.58
” 7.48 (dt, (dt, 7.52
H-5 . . ) . (t, 7.5) 8.3, 7.5, (t, 7.5)
1.3) 1.5)
7.90 7.91 ’Z'gj
H-6" 7.91 7.44 7.53 7.51 7.51 (dd, (dd, (8 5 7.91
B (d,2.3) | (d,2.7) | (d,2.8) | (d,2.8) | (d,2.8) 7.5, 8.2, sg (d, 8.4)
4.7) 1.1) 11)
3.93 3.98 3.97 3.97
-OCHs . (s) (s) (s) (s)
2.26 2.28 2.26
-CHs (s) (s) - - (s)
R-2 i i 7.88 7.85 8.02 7.74 7.87 708
R-6 (d,7.3) | (d,8.7) | (d,8.3) (m) (d, 8.7) (dd,
R-3 7.68 7.68 7.97 7.68 7.71 26.1,
R-5 . . (t,7.8) | (d,8.7) | (d,83) t,7.6) | (d,87 | 83
7.78 7.74
R-4 ) ) (t,7.5) ) (m)

Las sefiales del anillo aromatico que contiene el grupo nitro, en funcidn
del sustituyente que tenga en posicidon 5”, puede dar lugar a dos variantes:
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En 129a — 129e la ausencia del protdn en 5” provoca que la seiial de H-3”
sea un doblete de &= 8.14 — 8.00 ppm que se acopla con H-4” conJ=9.1
— 8.7Hz; H-4” es un doble doblete a 6 = 7.51 — 7.00 ppm por su
acoplamiento con H-3” (J = 9.1 — 8.7Hz) y con H-6” (/= 2.8 — 2.3 Hz), vy
finalmente, H-6” aparece como un doblete a = 7.91 — 7.44 ppm que se
acopla con H-4” (J=2.8 — 2.3 Hz).

En 129f — 129i, el anillo tiene cuatro protones contiguos, lo que aumenta
la complejidad de las sefales. A campo mas alto (6= 8.02 — 7.86 ppm),
aparecen H-6" y H-3”, con la posibilidad de que colapsen en una Unica
sefial, las multiplicidades que presenta son: doblete en 129i (J=8.4-7.5
Hz), doble doblete en 129fy 129g (/=8.2—-7.5HzyJ=4.7-1.1 Hz) y doble
doble doblete en 129h (J=8.2 Hz, /= 2.9 Hz y J = 1.1 Hz). La sefial de H-4”
aparece entre §=7.82—7.71 ppm, con multiplicidad de triplete en 129f y
129i (J=7.5 Hz), doble triplete en 129h (/= 7.4 Hz y J = 1.2 Hz), y multiplete
en 129g. Por ultimo, la sefal de H-5” tiene un d=7.58 — 7.48 ppm y puede
aparecer como triplete en 129f y 129i (J = 7.5 Hz) o como doble triplete en
129gy 129h (J=8.3 - 7.5HzyJ=1.5-1.3 Hz).

Los espectros que se realizaron en DMSO- ds (129g y 129i) muestran los
protones unidos a los atomos de nitrégeno y oxigeno. El grupo hidroxilo
en posicion 3’ aparece a d=5.82 — 5.78 ppm como singlete ancho o como
doblete con J = 4.5 Hz. Los dos protones unidos a los nitrégenos 1y 3 del
nucleo de imidamida presentan tres singletes anchos: H-1 es un singlete
ancho a §=9.98 —9.77 ppm, mientras que H-3 se desdobla en dos sefiales
(6=9.60—9.48 ppmy &= 9.35—9.05 ppm) en funcidn de la disposicidén
relativa al doble enlace.

H. .3 H. 3 H
(0] HN (0]

X

|

I H
N02 N02

Figura 42. Disposicion de los protones labiles que aparecen en los espectros de
'H-RMN realizados en DMSO- d.

Sélo quedan por describir las seiales de los sustituyentes en Ry:

Los derivados con metilo (129a, 129b y 129f) presentan un singlete a 6=
2.28 —-2.26 ppm.

En los derivados con fenilo (129c y 129g), los protones en posicién 2y 6
pueden aparecer como un doblete a 5= 7.88 ppm con J = 7.3 Hz, o bien,
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pueden colapsar en Unico multiplete con H-4 a =7.74 ppm. En el caso de
aparecer H-4 por separado, lo hace como triplete a §=7.78 ppm vy J =
7.5 Hz. Los protones en posicion 3y 5 resuenan a §=7.68 ppm en forma
de triplete conJ=7.8 - 7.6 Hz.

Cuando se trata de p-clorofenilo, como en 129d y 129h, en el espectro
aparecen dos dobletes, el primero a d=7.87 —7.85 ppm, correspondiente
con H-2y H-6; y el segundo a 6=7.71 - 7.68 ppm, correspondiente con H-
3 y H-5. En todos los casos la constante de acoplamiento es la misma (J =
8.7 Hz).

Finalmente, los derivados con p-trifluorometilfenilo pueden presentar sus
protones como dos dobletes en 129e a 6=8.02 ppm H-2yH-6ya =7.97
ppm H-3 y H-5 en ambos casos con J = 8.3 Hz; o como un doble doblete en
129ia 6=7.98 ppm conJ=26.1y 8.3 Hz.

En el espectro de *C-RMN todos los compuestos presentan una zona
alifatica muy similar.

El carbono de la funcidn principal de imidamida (C-2) aparece como el mas
desapantallado entre 6= 166.20 — 162.20 ppm.

Las sefiales de la cadena propilica se distribuyen entre 6= 41.60 — 36.02
ppm para C-1’, §=37.29 — 30.70 ppm para C-2’ y 6= 67.80 — 65.40 ppm
para C-3'.

En el anillo aromatico unido a 3’, los dos primeros carbonos cuaternarios
se mantienen estables en todos los espectros: C-1” aparece entre & =
148.81 — 145.66 ppm y C-2” entre & = 144.35 — 140.19 ppm. El resto de
carbonos aromaticos se ve influenciado por el sustituyente de 5”:

En 129a el atomo de cloro complica la diferenciacion entre C-3”, C-4” y C-
6” apareciendo en el rango 6=129.51—-127.46 ppm, C-5” se encuentra en
6=141.08 ppm.

Los derivados metoxilados 129b — 129e, muestran C-3” a 6 = 130.57 -
128.65 ppm, C-4” a 6=114.21 — 114.16 ppm, C-6” a 6=113.74 — 113.65
ppm y el carbono cuaternario C-5” a 6= 165.51 — 165.02 ppm. El carbono
del metoxilo unido a este ultimo tiene un 8= 56.66 — 56.59 ppm.

Los compuestos no sustituidos en 5” 129f — 129i, presentan C-3” entre J=
125.30 — 123.89 ppm, C-4” entre 6= 134.81 — 133.49 ppm y los carbonos
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C-5" y C-6" tienen desplazamientos muy similares comprendidos entre =

129.50 — 128.22 ppm.

Tabla 16. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
intermedios 129a — 129i.

CI\rrrY

N

2 Las sefiales marcadas pueden considerarse intercambiables.

129a | 129b | 129c | 129d | 129e | 129f | 129g | 129h | 129i
C-2 166.20 | 166.14 | 165.84 | 16558 | 165.66 | 166.08 | 163.17 | 165.01 | 162.20
c-1 40.55 40.71 41.43 41.50 41.60 40.75 36.02 41.50 40.02
c-2’ 37.15 37.29 37.24 37.22 37.20 37.29 30.70 37.29 35.94
c-3’ 67.24 67.68 67.80 67.79 67.80 67.34 65.40 67.50 65.45
c-1” 146.99 | 145.66 | 145.67 | 14574 | 145.80 | 148.74 | 147.36 | 14881 | 147.36
c-2” 14435 | 141.24 | 141.13 | 141.21 | 141.29 | 14151 | 140.19 | 140.74 | 140.19
C-3” | 129,512 | 12865 | 130.57 | 128.73 | 128.78 | 125.22 | 123.89 | 12530 | 123.92
C-4” | 129.18 | 114.16 | 11421 | 11421 | 11420 | 13470 | 133.49 | 134.81 | 133.52
C-5” 141.08 | 16550 | 165.51 | 165.02 | 165.07 | 129.40° | 128.342 | 129.50° | 128.37
C-6” | 127462 | 11365 | 113.70 | 113.71 | 113.74 | 129.11° | 128.222 | 129.19° | 128.22
-OCHs - 56.59 56.66 56.62 56.59 - - - -
-CHs 19.04 | 19.07 - - - 19.08 - - -
R-1 - - 13461 | 129.27 | 134.56 - 129.14 | 129.23 | 133.14
R-2
- - 130.36 | 130.78 | 130.09 - 12888 | 13983 | 15940
R-6 130.80
R-3
- - 128.96 | 130.57 | 127.28 - 128.15 | 130.58 | 125.77
R-5
R-4 - - 128.70 | 140.76 | 135.75 - 133.22 | 141.67 | 132.72
-CF3 - - - - 124.92 - - - 123.56

Debido a que las seiales de los carbonos de R, apenas varia a lo largo de
los compuestos de esta familia, se ha decidido describirlas todas al final de

este apartado.
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Para aclarar la distribucion de alguna de las senales de esta familia, los
experimentos bidimensionales de correlacién H - 3C realizados sobre
129b fueron de gran ayuda.

-OCH3

-CH3
a) Ha | HT H2'  H2
|
" \ | I N .
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Figura 43. Correlaciones HSQC 'H-13C de la regién alifatica (a) y aromatica (b) de
129b.
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La ampliacidén de la regién alifatica en HSQC (Figura 43a) corrobora el
desdoblamiento de la sefal de H-2’ y permite emparejar las sefiales de
cada protén con el carbono al que se encuentra unido. En la region
aromatica (Figura 43b) pueden diferenciarse los carbonos C-4” y C-6”
separados por apenas 0.5 ppm.

6 3!
H«_ OH NH H OH NH
P H HH H
. H NO, NO,
H H
3 3"
6" 1

-OCH3 -CH3

c2' — o

o

c5

. d . ,
_ -
{

85 80 75 7.0 65 60 s 45 40 35 30 25 20 Ls

5.0
12 (ppm)

Figura 44. Correlaciones HMBC *H-'3C de la regién cuaternaria de 129b,
destacando C-2”(verde), C-1” (azul), C-5” (rosa) y C-2 (naranja).

Para la asignacién de los carbonos cuaternarios hubo que recurrir al HMBC
(Figura 45) y asi poder observar los acoplamientos a larga distancia.
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Tabla 17. Desplazamientos quimicos (&, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos intermedios 130a — 130i.

s N

1 2
cl & :
CH
)N]\H Ed 8 f@ .
2R, Ry = /O\‘_rrr Ro= 2 o
H
> NFoa e Z O CF,
130a | 130b | 130c | 130d 130f | 130g | 130h 130i
H-1’ 3.76 3.75 3.97 3.74 3.98 3.96 3.98
} (t, 5.8) (t, 6.0) 3.36 (t, 5.6) (t,5.9) (m) (t, 5.8) (m)
H-2" 3.31 3.24 (m) 3.35 3.30 3.37 3.44 3.35
(t,5.8) (t, 6.0) (m) (m) (m) (t,5.8) (m)
8.22 8.20
8.23 8.22 8.23 8.26 8.16 8.21
H_3n (dd, 8.2, (dd, 8.2,
(d,86) | (d,92) | (d,9.1) | (d,92) | (d,8.2) 08) 09) (d, 8.2)
7.79 7.20 7.21 7.24 7.76
H-4” | (dd,8.6, | (dd,9.2, | (dd, 9.1, | (dd, 9.2, | (dd,8.2, 7(:;2 7&? (t7'7798)
2.2) 2.7) 2.0) 2.7) 7.8) a8
7.87 7.91 7.90
H-5" - - - - (dd, 7.8, | (dt, 7.6, | (dt, 7.6, (t7'3(;)
7.3) 3.8) 0.9) '
7.77 7.11 7.13 7.16 7.70 7.76 7.42 7.71
H-6" ’ : ’ ’ : : (dd, 7.6, :
(d,2.2) | (d,2.7) | (d,2.0) | (d,2.7) | (d,7.3) (m) 15) (d, 7.5)
3.98 3.98 4.01
-OCH, ] (s) (s) (s) ] ] ] ]
2.31 2.29 2.28
“CHs (s) (s) ] ] (s) ] ] ]
R-2 i i 7.83 7.82 i 7.82 7.82
R-6 (d,7.6) | (d,8.5) (m) (d, 8.6) 298
R-3 7.64 7.67 7.67 7.67 (9,8.7)
R-5 . . (t,7.5) (d, 8.5) . (m) (d, 8.6)
7.76 7.76
R-4 ) ) (t,7.3) ) ) (m) ) )

Continuamos con el estudio de *H-RMN de los nitroderivados con un grupo
carbonilo en 3’ 130a — 130i:

La cadena propilica presenta dos sefiales diferentes, la mds apantallada es
H-2’ pudiendo aparecer como multiplete o como triplete entre &= 3.44 —
3.24 ppmy con J = 6.0 — 5.8 Hz, cuando corresponde; H-1’ aparece a =
3.98 — 3.74 ppm y del mismo modo puede ser un multiplete o un triplete
conJ=6.0-5.8 Hz. En el caso de 130c las dos sefiales colapsan en Unico
multiplete a d=3.36 ppm.
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El anillo aromatico unido a la cadena propilica presenta diferentes
desplazamientos quimicos y multiplicidades en funcion del sustituyente en
5”:

En 130a el cloro de 5” hace que H-3” aparezca como un doblete de d =
8.23 ppm que se acopla con H-4” con J = 8.6 Hz; H-4” es un doble doblete
a 6=7.79 ppm por su acoplamiento con H-3"” (J = 8.6 Hz) y con H-6" (J =
2.2 Hz), y finalmente, H-6" un doblete a = 7.77 ppm que se acopla con H-
4” (J = 2.2 Hz).

Los derivados con un metoxilo en posicién 5” (130b — 130d), presentan la
misma multiplicidad que en el compuesto anterior pero con
desplazamientos quimicos diferentes: H-3” es un doblete de J = 8.26 —
8.22 ppm que se acopla con H-4” con J = 9.2 — 9.1 Hz, H-4” es un doble
doblete a &= 7.24 — 7.20 ppm por su acoplamiento con H-3” (J = 9.2 —
9.1Hz) y con H-6" (J = 2.7 — 2.0 Hz), y finalmente, H-6” un doblete a =
7.16-7.11 ppm que se acopla con H-4” (/= 2.7 — 2.0 Hz). Los tres protones
del grupo metoxilo unido a este anillo aparecen como un singlete a J =
4.01-3.98 ppm.

En 130f — 130i, el anillo tiene cuatro protones contiguos, lo que aumenta
la complejidad de las sefales. A campo mas alto (6= 8.22 — 8.16 ppm),
aparece H-3”, con multiplicidad de doblete en 130f y 130i (J = 8.2 Hz) y
doble doblete en 130g y 130h (/= 8.2 Hz yJ = 0.9 — 0.8 Hz). La seial de H-
4” aparece entre d=7.82—7.29 ppm, con multiplicidad de triplete en 130i
(/= 7.8 Hz), doble doblete en 130f (J = 8.2 Hz y J = 7.8 Hz), y multiplete en
130g y 130h. La sefial de H-5" tiene un & = 7.91 — 7.87 ppm y puede
aparecer como doble doblete en 130f (/= 7.8 y 7.3 Hz), triplete en 130i (J
=7.5 Hz) o como doble triplete en 130gy 130h (J=7.6 HzyJ=3.8 - 0.9 Hz).
Por ultimo, H-6" se encuentra entre 6= 7.76 — 7.42 ppm y aparece como
doblete en 130f y 130i (/ = 7.5 — 7.3 Hz), como doble doblete en 130h (/ =
7.6 y 1.5 Hz) y como multiplete en 130g.

Sélo quedan por describir las seiales de los sustituyentes en R;:

Los derivados con metilo (130a, 130b y 130f) presentan un singlete a =
2.31-2.28 ppm.

En los derivados con fenilo (130c y 130g), los protones en posiciéon 2y 6
pueden aparecer como un doblete a 6=7.83 ppm conJ=7.6 Hz, o bien en
un multiplete a d=7.82 ppm. Los protones en posicion 3y 5 resuenana &
= 7.64 ppm en forma de triplete con J = 7.5 Hz o son un multiplete de J=
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7.67 ppm. En el caso de H-4 puede ser un triplete a 6=7.76 ppm y J =
7.3 Hz o un multiplete centrado en §=7.76 ppm

Cuando se trata de p-clorofenilo, como en 130d y 130h, en el espectro
aparecen dos dobletes, el primero a d=7.87 ppm, correspondiente con H-
2y H-6; y el segundo a = 7.67 ppm, correspondiente con H-3 y H-5. En
todos los casos la constante de acoplamiento es la mismaJ=85HzyJ=
8.6 Hz, respectivamente.

Finalmente, el derivado 130i con p-trifluorometilfenilo presenta sus
protones como un cuadruplete a §=7.98 ppm, con J = 8.7 Hz.

En los espectros de 3C-RMN, como se puede comprobar en la tabla 18,
todos los compuestos presentan una zona alifatica muy similar.

El carbono de la funcion principal de imidamida (C-2), a pesar de conservar
la sefial entre & = 168.49 — 164.88 ppm, deja de ser el carbono mas
desapantallado en favor de C-3’ debido al efecto del grupo carbonilo
presente en dicha posicién.

Las sefiales de la cadena propilica se distribuyen entre &= 47.94 — 38.58
ppm para C-1’, §=38.73 —35.80 ppm para C-2’' y 6=201.35-198.31 ppm
para C-3'.

En el anillo aromatico unido a 3’, los tres primeros carbonos se mantienen
estables en todos los espectros: C-1” aparece entre 6= 140.79 — 137.68
ppm, C-2” entre = 147.24 - 140.82 ppmy C-3” entre §=128.36 — 125.52
ppm. El resto de carbonos aromaticos se ve influenciado por el
sustituyente de 5”:

En 130a el atomo de cloro desplaza la sefial de C-4” hasta &= 130.85 ppm,
el carbono cuaternario C-5” se encuentra en & = 140.62 ppm y C-6”
aparece a 0= 127.40 ppm.

Los derivados metoxilados 130b — 130d, muestran C-4” a 6 = 116.71 —
116.51 ppm, C-6” a 6= 113.64 — 113.52 ppm y el carbono cuaternario C-
5”a 0=166.16 — 165.15 ppm. El carbono del metoxilo unido a este ultimo
tiene un §=57.30—-57.21 ppm.

Los compuestos sin sustituyentes en 5” 130f — 130i, presentan C-4” entre

6=132.54-132.48 ppm, C-5” entre §=135.74 — 135.62 ppm y C-6” entre
&=128.91-128.84 ppm.
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Tabla 18. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
intermedios 130a — 130i.

1 2
3
e Fon &©
I Y
- o = ®
2 R, Ri= O Rz e o
3 3
H
> NFoa e CF,
5

130a | 130b | 130c | 130d | 130f | 130g | 130h | 130i
C-2 | 164.88 | 166.27 | 168.49 | 166.19 | 166.23 | 166.11 | 165.02 | 165.08

c-1 39.84 41.44 45.93 47.94 41.14 38.58 41.17 43.92

c-2' 36.36 37.92 35.80 38.60 37.94 37.57 38.72 38.73

c-3’ 198.31 201.20 201.35 201.28 201.04 201.25 201.17 201.20

c-1” 138.12 139.28 139.18 140.79 137.68 137.76 137.69 137.74

c-2” 143.97 141.22 140.82 141.19 147.16 147.24 147.17 147.19

c-3” 126.04 128.32 128.29 128.36 125.52 125.60 125.56 125.61

c-4” 130.85 116.51 116.71 116.51 132.48 132.53 132.50 132.54

C-5" 140.62 166.16 166.16 165.15 135.62 135.69 135.68 135.74

c-6” 127.40 113.57 113.52 113.64 128.84 128.91 128.91 128.89

-OCH3 - 57.21 57.30 57.21 - - - -
-CH; | 17.65 19.06 - - 19.05 - - -
R-1 - - 128.85 | 129.32 - 130.70 | 129.19 | 134.47
R-2
- - 128.90 | 130.83 - 130.35 | 130.82 | 130.13
R-6
R-3
- - 128.62 | 130.75 - 129.02 | 130.53 | 127.22
R-5
R-4 - - 135.22 | 139.30 - 134.63 | 140.75 | 135.71
-CFs - - - - - - 124.90

Debido a que las seiales de los carbonos de R, apenas varia a lo largo de
los compuestos de esta familia, se ha decidido describirlas todas al final de
este apartado.
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos (J, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos finales FAB-13 — FAB-21.

-

N

Oy fon 1
Ry= o Ro= ’
1 ~ \‘_rrf 2 . ) e 3
H
> NFea e Z S CF,
FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB
13 14 15 16 17 18 19 20 21
, 3.32 3.37 3.65 3.65 3.67 3.39 3.65 3.61 3.64
H-1 (m) (m) (t,7.0) | (t,6.9) | (t6.9) (m) (m) (t, 7.0) | (t,6.9)
H-2’ 1.99 2.08 2.26 2.27 2.28 2.14 2.26 227 2.28
(m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m)
4.95 4.95 4.95 491 4.93
, 4.73 4.96 (dd, (dd, (dd, 4.60 (dd, 491 (dd,
H-3 (t, 7.0) | (d,3.4) 8.0, 7.8, 8.0, (m) 8.4, (m) 8.4,
5.3) 5.4) 5.3) 5.0) 5.2)
6.76 6.77
H-3” 6.61 6.79 6.78 6.77 6.78 6.74 (dd, (dd, 7.86
B (d,85) | (d,8.7) | (d,8.6) | (d,8.6) | (d,86) | (d,7.9) 8.0, 7.8, (d, 7.5)
1.0) 1.1)
6.89 6.70 6.71 6.71 6.72 7.03 7.05 7.06 7.05
H-4” (dd, (dd, (dd, (dd, (dd, (dt, (dt, (dt, (dt,
B 8.5, 8.7, 8.6, 8.6, 8.6, 7.9, 8.0, 7.8, 7.9,
2.5) 2.8) 2.8) 2.8) 2.9) 1.1) 1.5) 1.4) 1.5)
6.69 6.71 6.72 6.71
” (dt, (dt, (dt, (dt,
H-5 7.9, 7.4, 7.8, 7.8,
0.8) 1.0) 1.4) 1.4)
7.14 7.18 7.19
H-6" 7.06 6.81 6.88 6.88 6.89 (dd, 7.18 (dd, (dd,
B (d,2.5) | (d,2.8) | (d,2.8) | (d,2.8) | (d,2.9) 7.9, (d, 7.4) 7.4, 7.5,
1.1) 1.1) 1.5)
3.71 3.74 3.75 3.75
OCH, (s) (s) (s) (s)
2.14 2.19 2.22
CHs (s) (s) (s)
7.70
R-2 7.74 7.74 7.71 (dt,
R-6 (m) (d, 8.6) (d, 7.8) 8.7,
7.94 2.1) 7.91
(m) 7.64 (m)
R-3 7.68 7.65 7.60 (dt,
R-5 (t, 7.8) | (d, 8.6) (t, 7.8) 8.7,
2.4)
7.74 7.74
R-4 (m) (m)

A continuacidn, describiremos los *H-RMN de los productos finales FAB-13
— FAB-21 (Tabla 19).
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La cadena propilica presenta tres sefiales deferentes, H-1’ aparece entre &
=3.67 —3.32 ppm como multiplete o como triplete conJ=7.0-6.9 Hz; H-
2’ aparece como un multiplete a d=2.28 — 1.99 ppm vy, por ultimo, H-3’
puede aparecer como doblete, doble doblete, triplete o multiplete entre
O = 496 — 4.60 ppm, con constantes de acoplamiento cuando
correspondende J=8.4—-7.0HzyJ=5.4—-5.0Hz.

El anillo aromatico comun a todas estas estructuras presenta diferentes
desplazamientos quimicos y multiplicidades en funcion del sustituyente en
5”:

En FAB-13 la presencia de un atomo de cloro en 5” provoca que la seial
de H-3” sea un doblete de 6= 6.61 ppm que se acopla con H-4” con J =
8.5 Hz, H-4” es un doble doblete a 6= 6.89 ppm por su acoplamiento con
H-3" (/= 8.5 Hz) y con H-6" (J = 2.5 Hz) y, finalmente, H-6” un doblete a &
= 7.06 ppm que se acopla con H-4” (J = 2.5 Hz).

Los productos metoxilados en 5” FAB-14 — FAB-17 presentan la misma
multiplicidad que el producto anterior, aunque a desplazamientos
quimicos diferentes: H-3"” es un doblete a § = 6.79 — 6.77 ppm que se
acopla con H-4” con J = 8.7 — 8.6 Hz, H-4” es un doble doblete a 6=6.72 —
6.70 ppm por su acoplamiento con H-3” (J = 8.7 — 8.6 Hz) y con H-6" (J =
2.9 — 2.8 Hz) y, finalmente, H-6” un doblete a 6= 6.89 — 6.81 ppm que se
acopla con H-4” (J = 2.9 — 2.8 Hz). Los tres protones del grupo metoxilo
unido a este anillo aparecen como un singlete a 8= 3.75—3.71 ppm.

En FAB-18 — FAB-21, el anillo tiene cuatro protones contiguos, lo que
aumenta la complejidad de las sefiales. A 6= 6.86 — 6.74 ppm aparece H-
3” en forma de doblete en FAB-18 y FAB-21 (J=7.9 — 7.5 Hz) y como doble
doblete en FAB-19 y FAB-20 (J = 8.0 - 7.8 Hz y J = 1.1 — 1.0 Hz). La sefial de
H-4" aparece como un doblete triplete entre 6= 7.06 — 7.03 ppm, con J =
8.0-7.8 HzyJ=1.5-1.1 Hz. También aparece como doble triplete H-5”
entre §=6.72-6.69 ppm,con/=7.9-7.4HzyJ=1.4-0.8 Hz). Por ultimo,
H-6" se encuentra entre 0= 7.19 — 7.14 ppm en forma de doble doblete
con constantes de acoplamiento/J=7.9-7.4HzyJ/=1.5-1.1Hz, salvo en
FAB-19 que aparece como doblete conJ=7.4 Hz.

Sélo quedan por describir las seiales de los sustituyentes en Ry:

Los derivados con metilo (FAB-13, FAB-14 y FAB-18) presentan un singlete
a0=2.28-2.19 ppm.
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En los derivados con fenilo (FAB-15 y FAB-19), los protones en posicidon 2
y 6 pueden aparecer como un doblete a §=7.71 ppm conJ=7.8 Hz, o bien,
pueden colapsar en Unico multiplete con H-4 a d=7.74 ppm. Los protones
en posicion 3y 5 resuenan a d=7.68 — 7.60 ppm en forma de triplete con
J=7.8 Hz.

Cuando se trata de p-clorofenilo, como en FAB-16 y FAB-20, en el espectro
aparecen dos sefiales, a =7.74 —7.70 ppm la correspondiente a H-2 y H-
6 en forma de doblete o doble triplete; ya d=7.65-7.60 ppm lade H-3y
H-5 en forma de doblete o doble triplete. En ambos casos la constante de
acoplamientoes J=8.7—-8.6 HzyJ = 2.4 - 2.1 Hz cuando corresponda.

Finalmente, los derivados con p-trifluorometilfenilo FAB-17 y FAB-21
presentan sus protones como un Unico multiplete entre 6= 7.94 — 7.91

ppm.

El espectro de *C-RMN de los productos finales FAB-13 — FAB-21 presenta
las sefiales que aparecen en la tabla 20.

El carbono de la funcidn principal de imidamida (C-2) aparece como el mas
desapantallado entre 6= 166.07 — 164.70 ppm.

Las sefiales de la cadena propilica se distribuyen entre 6= 41.97 — 40.82
ppm para C-1’, 6=35.01 —34.24 ppm para C-2' y 6= 71.53 — 67.80 ppm
para C-3'.

En el anillo aromatico unido a 3’, los tres primeros carbonos se mantienen
estables en todos los espectros: C-1” aparece entre §= 132.46 — 128.01
ppm, C-2” entre = 146.34 —136.55 ppm y C-3” entre §=120.65-118.07
ppm. El resto de carbonos aromaticos se ve influenciado por el
sustituyente de 5”:

En FAB-13 el 4tomo de cloro desplaza la sefial de C-4” hasta 6= 128.75
ppm, el carbono cuaternario C-5” se encuentra en 6= 123.30 ppmy C-6”
aparecea 0= 127.46 ppm.

Los compuestos metoxilados FAB-14 — FAB-17, muestran C-4” a §=114.81
—114.80 ppm, C-6”" a 6=113.89 - 113.73 ppm y el carbono cuaternario C-
5” a 0=155.42 — 154.44 ppm. El carbono del metoxilo unido a este ultimo
tiene un 6=56.14 — 56.13 ppm.
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Los productos finales sin sustituyentes en 5” FAB-18 — FAB-21, presentan
C-4” entre 0=129.38 — 129.25 ppm, C-5” entre &= 119.36 — 119.27 ppm
y C-6” entre 6=129.12 — 128.07 ppm.

Tabla 20. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
finales FAB-13 — FAB-21.

2
1
3
o Fon &©
6 4

FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB
13 14 15 16 17 18 19 20 21
C-2 | 166.04 | 166.07 | 165.71 | 164.75 | 164.73 | 166.02 | 165.79 | 164.89 | 164.70

c-1 40.82 40.83 41.71 41.79 41.89 40.94 41.79 41.84 41.97

c-2 34.38 35.01 34.71 34.64 34.61 34.49 34.36 34.24 34.29

Cc-3’ 69.82 70.57 67.80 70.74 70.81 70.82 71.44 71.53 71.32

Cc-1” 130.81 | 132.46 | 131.41 | 131.27 | 131.40 | 128.01 | 128.07 | 129.03 | 129.13

c-2” 145.08 | 136.55 | 138.64 | 138.87 | 138.67 | 146.12 | 146.19 | 146.34 | 146.14

c-3” 118.90 | 120.65 | 119.78 | 119.67 | 119.79 | 118.07 | 118.14 | 118.11 | 118.13

c-4” 128.75 | 114.80 | 114.81 | 114.80 | 114.81 | 129.25 | 129.34 | 129.38 | 129.32

Cc-5” 123.30 | 155.42 | 154.55 | 154.44 | 154.58 | 119.27 | 119.36 | 119.30 | 119.36

c-6” 127.46 | 113.89 | 113.73 | 113.73 | 113.80 | 129.12 | 128.07 | 128.09 | 128.08

-OCH3 - 56.14 | 56.13 56.13 56.13 - - - -
-CH; | 19.03 | 1895 - - - 18.99 - - -
R-1 - - 130.56 | 129.14 | 134.37 - 129.14 | 129.24 | 134.33
R-2
- - 130.36 | 130.74 | 130.08 - 130.38 | 130.69 | 130.07
R-6
R-3
- - 128.90 | 130.53 | 127.21 - 128.90 | 130.56 | 127.19
R-5
R-4 - - 134.61 | 140.74 | 135.70 - 134.62 | 140.82 | 135.66
-CF3 - - - - 124.90 - - - 124.88

Debido a que las seiales de los carbonos de R, apenas varia a lo largo de
los compuestos de esta familia, se ha decidido describirlas todas al final de
este apartado.
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Con el fin asegurar la precisién de las seiales asignadas, especialmente en
el anillo sustituido en para por trifluorometilo, se realizd un estudio
bidimensional de correlaciones *H-3C de FAB-21.

OH NH
6" R2

R3

& R6
y M2 s Cs

u -

Figura 46. Zona aromatica ampliada en la correlaciéon HSQC *H-'3C de FAB-21.

En la correlacidn a corta distancia se aprecia el colapso de todas las sefiales
'H-RMN del anillo de p-trifluorometilfenilo y la distribucién mas clara del
otro anillo aromatico.

En el caso de la correlacidn a larga distancia (Figura 47), el colapso de las
sefiales de 'H-RMN del anillo de p-trifluorometilfenilo, limité la
informacién que podia obtenerse. Fueron detectadas todas las seiales
debidas a los desdoblamientos en *C-RMN del -CFs, pero no pudieron
diferenciarse por este método.
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Figura 47. Zona aromatica ampliada en la correlacién HMBC H-13C de FAB-21,
resaltando CFs (rosa), R-1 (verde) y R-4 (azul).

Para completar la informacion espectroscépica de esta familia, se realizd
un estudio intensivo del compuesto FAB-13, utilizando dimetilsulféxido
deuterado con el fin de fijar los protones labiles unidos a O y N. Se llevaron
a cabo experimentos bidimensionales de correlacién *H-3C y *H-*N para
asignar de forma inequivoca todas las sefiales de H, 1*C y °N.

El HSQC *H-°N (Figura 48) nos permitié localizar los nitrogenos N-1 a &=

123.25 ppmy N-3 a 6=111.50 ppm, desafortunadamente el nitrégeno del
grupo amino no mostré correlacién con sus protones.
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Figura 48. Correlaciones HSQC *H-°N de FAB-13, resaltando N-1 (rosa) y N-3

(azul).
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Figura 49. Correlaciones HMBC *H->N de FAB-13 resaltando en verde las

interacciones de -CHs.
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El HMBC *H->N (Figura 49) mostré la correlacion de los protones del
metilo con ambos nitrégenos.

-CH3 —}

c-2 —i

c3 — .- P

.
)

L
|

Figura 50. Correlaciones HMBC H-13C de FAB-13, resaltando las interacciones de
-CH3 (verde) y de -OH (rojo).

La correlacion HMBC H-13C (Figura 50), permite asignar la sefial de H-
RMN del grupo hidroxilo y distinguir entre los dos isdmeros geométricos
(z/E) del protén en N-3. También se observd un acoplamiento entre el
metilo y el hidrégeno H-1.

Los espectros de 'H-RMN de los productos finales FAB-22 — FAB-29
representados en la tabla 21, al igual que sus precursores, presentan los
hidrogenos de la cadena alifatica con desplazamientos quimicos muy
similares. La sefial de H-1" suele encontrarse entre 6 = 3.91 — 3.47 ppm,
normalmente como triplete con J = 7.5 — 6.0 Hz, salvo en el caso de FAB-
27 y FAB-29, donde la sefial es un multiplete. La otra senal que se
corresponde con esta regidn es la de H-2’, apareciendo entre ¢ = 3.55 —
2.91 ppm como un triplete con constante de acoplamiento idéntica a la de
H-1’, salvo en el caso de FAB-27 y FAB-29, donde también aparece como
un multiplete.
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Tabla 21. Desplazamientos quimicos (&, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos finales FAB-22 — FAB-29.

s N

4 2
e Fom &©
- o Ro= °
R1 ~ \‘Ir\' 2 ; A 1 .
. SERS!
ey N I e
FAB FAB FAB FAB FAB FAB FAB FAB
22 23 24 25 26 27 28 29
Ho1' 3.64 3.66 3.91 3.89 3.67 3.72 3.47 3.99
B t61) | (t61) | (t62) | (t60) | (t6.1) (m) (t, 7.5) (m)
Ho2! 3.35 3.39 3.55 3.35 3.40 3.28 2.91 3.35
B t,61) | (t61) | (t62) | (6.0 | (t6.1) (m) (t, 7.5) (m)
6.80 6.70
H-3” 6.79 6.78 6.81 6.85 dd, 84, | (dd 84, 6.69 8.22
(d,8.9) | (d,9.0) | (d,9.00 | (d, 9.0 (d,8.0) | (d,7.6)
1.2) 1.1)
7.30 7.18
7.21 7.01 7.05 7.08
H-4” | (dd,89, | (dd,90, | (dd,90, | (dd,00, | (9% | (ddd, 718 791
24) 2.8) 29) 27) 8.4,6.9, | 8.4,7.0, | (t 8.0) (t, 7.6)
: . . : 1.2) 1.3)
6.65 6.54
Ho5” (ddd, (ddd, 6.54 7.80
B . . . . 8.2,6.9, | 82,70, | (t8.0) (t,7.6)
1.2) 1.1)
7.79 7.72
H-6” 7.73 7.23 7.30 7.29 @d.52 | (dd 82, 7.73 7.72
(d,2.4) | (d,2.8) | (d,2.9) | (d27) (d,5.8) | (d,7.6)
1.5) 1.3)
3.78 3.82 3.81
-OCH; . (s) (s) (s) . . . i
2.22 2.23 2.24
-CHs (s) (s) . . (s) . . .
R-2 i i 7.77 7.76 i 7.62 7.54
R-6 (m) (d, 8.5) (m) (d, 8.6)
7.64 7.48 7.99
R-3 (dd, 7.66 (dd, 735 | (@88
R-5 . . 10.9, (d, 8.5) . 10.8, (d, 8.6)
4.5) 4.4)
7.77 7.57
R-4 . . (m) . . (m) . i

Las sefiales del anillo aromatico comun a todas estas estructuras se ven
influenciadas por el sustituyente que presentan en 5”:

En FAB-22 el 4tomo de cloro en 5” provoca que la sefial de H-3” sea un

doblete de 6'=6.79 ppm que se acopla con H-4” con J = 8.9 Hz, H-4” es un
doble doblete a §=7.21 ppm por su acoplamiento con H-3" (/=89 Hz) y
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con H-6" (J = 2.4 Hz) y, finalmente, H-6” un doblete a 6=7.73 ppm al estar
acoplado con H-4” (J = 2.4 Hz).

Los productos que estdan metoxilados en posicién 5” (FAB-23 — FAB-25)
presentan la misma multiplicidad que el producto anterior, aunque a
desplazamientos quimicos diferentes: H-3” es un doblete a 6= 6.85-6.78
ppm que se acopla con H-4” (J = 9.0 Hz), H-4” es un doble doblete a § =
7.08 — 7.01 ppm por su acoplamiento con H-3” (J=9.0 Hz) y con H-6" (J =
2.9 — 2.7 Hz) y, finalmente, H-6" resuena como doblete a 6= 7.30 — 7.23
ppm que se acopla con H-4” (J = 2.9 — 2.7 Hz). Los tres protones del grupo
metoxilo unido a este anillo aparecen como un singlete a 0= 3.82 — 3.78

ppm.

En los compuestos sin sustituyente en 5” (FAB-26 — FAB-29) existen dos
posibilidades:

- Mantener la multiplicidad de las sefales como ocurre en FAB-28 y
FAB-29, con H-3” como doblete a 6= 8.22 — 6.69 ppm que se acopla
con H-4” (J = 8.0 — 7.6 Hz), H-4” como triplete a d=7.91 — 7.18 ppm
por su acoplamiento con H-3” y H-5” (J = 8.0 — 7.6 Hz), H-5” como
triplete a 0= 7.80 — 6.54 ppm por su acoplamiento con H-4" y H-6" (J
= 8.0 — 7.6 Hz), y finalmente, H-6” un doblete a §=7.73 — 7.72 ppm
que se acopla con H-5" (J = 7.6 — 5.8 Hz).

- Aumentar la complejidad de las sefiales como consecuencia de la
inclusidon de un nuevo protén en el sistema, como se observa en FAB-
26 y FAB-27. En ellos, H-3” pasa a ser un doble doblete a 6= 6.80 —
6.70 ppm (J=8.4 HzyJ=1.2 - 1.1 Hz); la seial de H-4” aparece como
un doble doble doblete entre §=7.30—-7.18 ppm (J=8.4Hz,J=7.0—
6.9 Hzy J=1.3 — 1.2 Hz). También aparece como doble doble doblete
H-5” entre §=6.65—6.54 ppm (/=8.2Hz, J=7.0-69Hzy =12 -
1.1 Hz). Por ultimo, H-6" se encuentra entre 6= 7.79 — 7.72 ppm en
forma de doble doblete con/=8.2 HzyJ=1.5-1.3 Hz.

Los espectros de *C-RMN de los productos finales FAB-22 — FAB-29
presentan las sefiales recopiladas en la tabla 22.

El carbono de la funcidn principal de imidamida (C-2), a pesar de conservar

la sefia entre & = 166.03 — 164.97 ppm, deja de ser el carbono mas
desapantallado en favor de C-3’, debido al efecto del grupo carbonilo.
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Tabla 22. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
finales FAB-22 — FAB-29.

2
1
3
e Fon /\©
6 4

Ry = /O\rrrr Ry=

FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB | FAB
22 23 24 25 26 27 28 29

C-2 166.01 166.01 165.88 164.97 166.03 165.62 165.03 165.16
c-r 38.59 38.73 39.74 47.94 38.72 43.45 40.53 38.68
c-2 37.46 37.58 37.66 39.70 37.40 39.72 34.90 37.78

c-3 199.04 199.50 199.81 199.73 199.90 | 200.56 202.69 201.18

c-1” 120.16 117.82 117.91 117.89 118.05 117.59 136.76 137.81

c-2" 151.38 147.48 147.48 147.51 152.81 152.67 152.54 147.24

c-3” 120.09 120.01 120.05 120.04 118.42 116.30 115.56 125.66

c-4” 135.53 125.13 125.20 125.22 135.75 135.62 134.25 135.76

Cc-5” 118.36 151.24 151.27 151.28 116.27 118.38 118.04 132.57

c-6” 130.86 113.87 113.94 113.96 131.97 132.10 127.31 128.84

-OCHs3 - 56.45 56.51 56.50 - - - -
-CHs 18.95 | 18.90 - - 18.87 - - -
R-1 - - 130.62 | 130.55 - 131.87 | 132.23 | 134.53
R-2
- - 130.34 | 130.76 - 130.18 | 129.60 | 130.13
R-6
R-3
- - 128.94 | 130.65 - 128.71 | 129.56 | 127.23
R-5
R-4 - - 134.60 | 140.77 - 133.99 | 137.20 | 135.78
-CF3 - - - - - - 124.92

Las sefiales de la cadena propilica se distribuyen entre &= 47.94 — 38.59
ppm para C-1’, 6=39.72 —34.90 ppm para C-2' y 6= 202.69 — 199.04 ppm
para C-3'.

En el anillo aromatico unido a 3’, el sustituyente presente en 5”afecta a los
desplazamientos quimicos de los carbonos en su entorno:
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En FAB-22, centrandonos en los carbonos cuaternarios, podemos observar
que C-1”, conectado con el grupo carbonilo de 3’, aparece a 6 = 120.16
ppm; el grupo amino unido a C-2” hace que su desplazamiento quimico
sea 0= 151.38 ppm vy el cloro unido a C-5” lo hace resonar a 5= 118.36
ppm. El cloro también afecta a los desplazamientos de los carbonos
adyacentes C-4” (6= 135.53 ppm) y C-6” (0= 130.86 ppm), dejando C-3” a
6=120.09 ppm.

Los compuestos metoxilados FAB-23 — FAB-25, cambian el entorno de los
carbonos cuaternarios: C-1” aparece entre 6=117.91 - 117.82 ppm, C-2”
entre 6= 147.51 — 147.48 ppm y C-5” entre 6= 151.28 — 151.24 ppm. En
una franja similar a la del compuesto anterior se mantiene C-3”, con d =
120.05 — 120.01 ppm, mientras que los carbonos adyacentes al grupo
metoxilo, C-4” y C-6”, aparecen a d=125.22 —125.13 ppmy 6= 113.96 -
113.87 ppm, respectivamente.

Los productos finales sin sustituyentes en 5” FAB-26 — FAB-29, presentan
una distribucién de sefiales mas variada que los compuestos anteriores;
asi, C-1” puede aparecer entre = 118.05 — 117.59 ppm o 6= 137.81 —
136.76 ppm, C-2” aparece entre d = 152.81 — 147.24 ppm debido a la
influencia de NH,, C-3” se encuentra entre 6= 125.66 — 115.56 ppm, C-4”
entre 8= 135.76 — 134.25 ppm, C-5” entre 6=118.38 — 116.27 ppm (salvo
en FAB-29 que lo hace a 6 = 132.57 ppm) v, finalmente, C-6” entre J =
132.10 - 127.31 ppm.

Las sefiales que presentan los carbonos de R,, tanto intermedios como
finales, de esta familia pueden dividirse en:

El grupo metilo, cuyo Unico carbono aparece entre 6= 19.08 — 17.65 ppm.

Los derivados con fenilo, donde C-1 es un carbono cuaternario que
aparece entre 5= 134.61 — 128.85 ppm, C-2 y C-6 estan entre 5= 130.38
—128.88 ppm, C-3y C-5en d=129.02 — 128.15 ppm, y finalmente, C-4 se
encuentra entre §=135.22 — 133.99 ppm.

Los derivados con p-clorofenilo, que presentan dos carbonos cuaternarios:
C-1a §=130.54—129.19 ppmy C-4a 5= 141.67 — 137.20 ppm; y dos pares
de carbonos idénticos C-2y C-6 a 6= 130.83 -129.60 ppm,yC-3yC-5a ¢
=134.61 — 128.85 ppm.

Y, por ultimo, los derivados con p-trifluorometilfenilo, donde el efecto de
los atomos de fldor da lugar a las siguientes sefiales, C-1 es un carbono
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cuaternario que se encuentra entre ¢ = 134.56 — 133.14 ppm, C-2 y C-6
aparecen entre d=130.13 - 129.40 ppm, C-3 y C-5 forman un cuadruplete
a 0=127.73 - 125.77 ppm (J = 3.8 — 3.5 Hz), C-4 es un cuadruplete a § =
135.75 — 132.72 ppm (J = 33.4 — 32.5 Hz), finalmente, el carbono
directamente unido a los atomos de fluor aparece como cuadruplete entre
6=124.92 —123.56 ppm, conJ=272.8—271.6 Hz.

4.3.4. Estudios bioldgicos

La tabla 23 recoge los resultados del cribado preliminar de inhibicién para
los compuestos de la familia C, los ensayos se llevaron a cabo a una
concentracién final de 1 mM en ambas enzimas. El rango de valores
obtenidos oscila entre 16.22% y 99.61% en iNOS y entre 7.18% y 89.16%

en nNOS.

Tabla 23. Porcentajes de inhibicién a concentracién 1 mM de la familia C.

Compuesto X R: R> % ir;fl\mliobiscién % ir:,\\:gi;:ién
FAB-13 OH Cl Me 49.11+1.25 66.11+1.17
FAB-14 OH OMe Me 57.39+1.42 19.01 £ 2.75
FAB-15 OH OMe Ph 95.91+0.27 7.18 £3.81
FAB-16 OH OMe p-CIPh 81.02+1.80 58.47 +0.69
FAB-17 OH OMe p-CFsPh 99.61+ 0.55 12.50+ 1.06
FAB-18 OH Me 16.22 +1.89 28.26+2.20
FAB-19 OH Ph 64.09 +2.63 23.19+1.88
FAB-20 OH p-CIPh 73.17+1.38 31.57+0.82
FAB-21 OH p-CF3Ph 60.50+2.33 36.45+1.49
FAB-22 0] Cl Me 99.14 + 0.69 19.88 £ 0.57
FAB-23 0] OMe Me 97.59+1.24 89.16 £ 0.61
FAB-24 0] OMe Ph 94.73+0.51 85.86+1.62
FAB-25 0] OMe p-CIPh 75.12+1.46 86.44+0.99
FAB-26 0] H Me 22.25+0.84 88.83+0.45
FAB-27 0] H Ph 35.63+2.25 66.47 +1.02
FAB-28 0] H p-CIPh 33.42+2.48 37.43+1.67
FAB-29 0] H p-CF3Ph 68.61+1.28 55.98 +0.23
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A pesar de presentar una horquilla tan grande de porcentajes, podemos
afirmar que en la mayoria de estos compuestos prevalece la selectividad
iNOS, a excepcidn de los ultimos integrantes de esta familia FAB-26 — FAB-
29, donde es evidente una mayor inhibicién en nNOS.

Se seleccionaron 5 candidatos para el calculo de su ICso en la isoforma
inducible y 3 para la isoforma neuronal, la tabla 24 recoge los resultados
de dichos ensayos.

Tabla 24. Valores de ICsp para la inhibicidn de la actividad iNOS de los derivados
mas potentes de la familia C.

Compuesto ICso (WM) INOS  1Csp (LM) NNOS

FAB-15 22.5 >1000
FAB-17 20.0 >1000
FAB-22 25.6 >1000
FAB-23 59.7 223.3
FAB-24 45.2 193.7
FAB-26 > 1000 324.7

Los valores de ICsp obtenidos para iNOS oscilan entre 20.0 y 59.7 uM, estas
cifras son significativamente mds bajas que en familias anteriores. El
inhibidor iINOS mas potente de esta familia es FAB-17, el 3-hidroxiderivado
con un grupo metoxilo en R; y p-CFsPh en Ry, presentando ademads una
selectividad mayor de 50 veces iNOS/nNOS.

El buen resultado de FAB-17 nos motivd a continuar su estudio con
ensayos sobre la isoforma endotelial, asi se pudo comprobar una ausencia
total de efecto inhibitorio mds alld del rango de concentraciones en las
gue se considera efectivo en iNOS.

En el caso de la isoforma neuronal, las ICso registradas son sensiblemente
superiores a las de iNOS, van desde 193.7 uM en FAB-24, hasta 324.7 uM
para FAB-26, siendo este ultimo el compuesto que mejor inhibe la nNOS
de forma selectiva.

4.4, FamiliaD

4.4.1. Disefio molecular

Continuando con las modificaciones sobre las estructuras que mejores
resultados dieron en los ensayos in vitro, aparece la familia D, donde se
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reemplaza el anillo bencénico sustituido de los derivados anteriores, por
un resto de piridina.

X =0, OH

2 Rz
R, = Me, Ph, p-CIPh, p-CF,

Figura 51. Estructura general de la familia D.

4.4.2. Sintesis quimica

o CH4CN OH N OH
-BulLi Z LiAIH 128a-
| N H n-BuLi N = 4 N NH, 8a-d
B THF | THF | EtOH
N N N
131 132
C-3' Ry
OH J\JJ\H Na,Cr,0, o) )N]\H FAB-30 | OH Me
H,SO -
AN N R, 29Yy N N R, FAB-31 OH Ph
| H H20 | H FAB32 | OH | p-ClPh
N N FAB-33 OH p-CFsPh
FAB-30 - FAB-33 FAB-34 FAB-34 (0] Me

Esquema 7. Ruta sintética propuesta para la familia D.

El producto de partida utilizado para la preparacién de estos derivados es
el nicotinaldehido, que es sometido a las mismas condiciones que los
nitrobenzaldehidos de la primera reaccion de la familia anterior, para dar
lugar al nitrilo 131. La reduccién de este a la amina primaria 132 se lleva
acabo, en este caso, por medio de la adicidn de hidruro de litio y aluminio.
A continuacién, se procede a la adicién de acetimidato de etilo 128a y los
bencimidotioatos de bencilo 128b-d para formar el nicleo de imidamiday
obtener los productos finales FAB-30 — FAB-33. Por ultimo, para la sintesis
de FAB-34, se procede a la oxidacién del grupo hidroxilo de FAB-30 a
cetona, usando una mezcla de dicromato sédico y acido sulfurico en medio
acuoso. La presencia de solo un compuesto con grupo carboxilo se debe a
una serie de problemas!’ que se de tallan en la préxima familia.

4.4.3. Andlisis espectroscépico

El disolvente utilizado en este caso para diluir las muestras fue el metanol
deuterado (CDs0OD).

La numeracién de la estructura comun a todos estos compuestos sigue las
reglas establecidas por la IUPAC, comenzando por la funcidn principal de
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imidamida, seguida de la cadena alifatica y después el anillo de piridina.
Para facilitar el trabajo se ha decidido numerar los sustituyentes R, por

separado.

Tabla 25. Desplazamientos quimicos (&, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos finales FAB-30 — FAB-34.

R2=
6" A 3 1 A
6
7 Cl 6 4 CF4
FAB-30 FAB-31 FAB-32 FAB-33 FAB-34
H-1’ 3.38 3.72 3.68 3.74 3.69
(m) (m) (m) (m) (a,5.8)
H-2’ 1.97 221 2.18 2.23 3.26
(m) (m) (m) (m) (t, 5.5)
H-3’ 4.78 5.00 4.98 5.00 .
) (dd, 8.6, 4.6) (dd, 9.1, 4.1) (dd, 9.1, 4.0) (dd, 9.0, 4.1)
H-2" 8.51 8.65 8.61 8.65 9.17
} (d, 2.0) (d, 2.0) (d, 2.2) (d, 2.2) (d, 1.7)
7.94
7.83 7.98 7.99 8.22
H-4" (dddd, 7.9,
(dt, 8.0, 2.0) (dt, 7.9, 2.0) 22,16,06) (m) (dt, 8.0, 1.7)
7.38 7.48 7.42 7.49 244
H-5" (ddd, 8.0,4.9, | (ddd,7.9,4.9, | (ddd,8.0,4.9, | (ddd,7.8,4.9, dd 8'0 a8
0.9) 0.9) 0.6) 0.8) (dd, 8.0,4.8)
H-6" 8.40 8.48 8.41 8.49 8.80
} (dd, 4.9, 2.0) (dd, 4.9, 2.0) (dd, 4.9, 1.6) (dd, 4.9, 1.6) (dd, 4.8, 1.7)
7.79 7.77
R-2,R-6 ) (m) (d, 8.9) 7.97 )
7.64 7.59 (g, 8.2)
R-3, R-5 ) (m) (d, 8.9) )
7.75
R-4 ) (tt, 7.5, 1.3) ) ) )
2.16 1.96
CHs (s) i i i (s)

En el estudio de 'H-RMN, comenzaremos por las sefiales correspondientes
a la cadena alifatica de los derivados hidroxilados (FAB-30 — FAB-33):

Los dos atomos H-1' aparecen como multipletes con desplazamientos
guimicos comprendidos entre 3.74 y 3.38 ppm, y una amplitud media de
0.20 ppm. Los dos atomos de H-2’, aparecen como multipletes algo mas
apantallados, entre 8= 2.23 — 1.97 ppm, y amplitud media de 0.20 ppm.
Por ultimo, el protén de H-3’ aparece como doble doblete entre 6=5.00 —
4.78 ppm (/=9.1 - 8.6, 4.6 — 4.1 Hz).
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La cadena alifatica de FAB-34 difiere de las anteriores en la presencia de
un cabonilo en posicién 3’, modificando las sefiales de H-1’ (ahora un
cuadruplete a =3.69 ppmyJ=5.8 Hz) y H-2’ (un triplete a §=3.26 ppm
y J=5.5 Hz), mientras que H-3’ desaparece.

El anillo de piridina presenta en esta familia desplazamientos quimicos
muy similares:

El protdn de H-2” aparece como doblete en FAB-30 — FAB-33, de = 8.65
—8.51 ppmyJ=2.2-2.0Hz, por su acoplamiento con H-4”. En FAB-34 es
un doblete mas desapantallado, a 6 = 9.17 ppm y J = 1.7 Hz, por su
acoplamiento con H-4".

La sefal correspondiente a H-4” es mas compleja: aparece como doble
triplete en FAB-30y FAB-31 a 6=7.98 — 7.83 ppm, acoplandose con /= 8.0
—7.9HzaH-5"yJ=2.0Hz a H-4” y H-6"; como doble doble doble doblete
en FAB-32 a 6= 7.94 ppm, acoplandose conJ=7.9HzaH-5",/J=22Hza
H-2",J=1.6 Hza H-6" y J = 0.6 Hz; y como multiplete en FAB-33 a 5= 7.99
ppm. En FAB-34 aparece como un doble triplete a & = 8.22 ppm,
acoplandose con H-5" (J = 8.0 Hz) y con H-4” y H-6" (J = 1.7 Hz).

En el caso de H-5” la seial que muestra en FAB-30 — FAB-33 es un doble
doble doblete a §=7.49 — 7.38 ppm, con tres contantes de acoplamiento,
J=8.0-7.8Hzcon H-4”,J=4.9 Hz con H-6” y J = 0.9 — 0.6 Hz. En FAB-34
la sefial aparece a d=7.44 ppmy es un doble doblete con acoplamientos:
J=8.0Hzcon H-4"yJ=4.8 Hz con H-6".

El ultimo proton del anillo de piridina (H-6") aparece como doble doblete
entre &= 8.80 - 8.40 ppm, acoplandose con/=4.9-4.8HzaH-5"yJ=2.0
—1.6 Hza H-4".

Quedan por aclarar los protones de cada uno de los sustituyentes en R;:

En FAB-30 los 3 protones del grupo metilo aparecen como singlete a =
2.16 ppm, y FAB-34 presenta esta misma sefial a = 1.96 ppm.

En FAB-31 el anillo de benceno presenta tres sefiales distintas, un
multiplete con &= 7.79 ppm correspondiente a los protones en posicion 2
y 6; un triple triplete a 6 =7.75 ppm de H-4 con (J = 7.5, 1.3 Hz) y un
segundo multiplete a 6 = 7.64 ppm que incluye los protones 3 y 5
restantes.
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En FAB-32 el anillo de benceno esta sustituido en posicion 4 por un dtomo
de cloro, esto se traduce en la aparicion de dos senales en el espectro: un
doblete a &= 7.77 ppm, correspondiente a los protones en posicion 2y 6,
y otro doblete a 6= 7.59 ppm de los protones 3 y 5. En ambos casos, la
contante de acopamiento observada es J = 8.9 Hz, debido a los
acoplamientos entre los dos pares de protones.

En FAB-33 el anillo de benceno estd sustituido en posicidon para por un
grupo trifluorometilo, que hace converger las sefiales de los cuatro
protones 2, 3, 5y 6 en un Unico cuadruplete a 6= 7.97 ppm, con una J =
8.2 Hz.

Tabla 26. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
finales FAB-30 — FAB-34.

2
& Y
NH CHs .
4

FAB-30 FAB-31 FAB-32 FAB-33 FAB-34
C-2 163.79 165.86 164.70 164.93 170.35
c-1 38.89 41.54 41.64 41.73 34.22
c-2 36.80 37.43 37.34 37.36 38.72
c-3 67.28 69.99 69.80 69.96 198.66
c-2” 148.02 148.00 147.92 149.12 154.10
c-3” 140.92 142.18 142.06 142.21 131.82
c-4” 133.35 135.90 135.92 135.92 135.43
C-5” 123.30 125.26 125.21 125.29 123.85
C-6" 147.46 149.06 148.90 148.03 149.78
R-1 - 130.50 140.63 134.33 -
R-2, R-6 - 128.95 130.84 130.14 -
R-3, R-5 - 130.39 130.49 127.26 -
R-4 - 134.66 128.85 135.74 -
CF3 - - - 124.90 -
CHs 18.47 - - - 23.47
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Para los espectros *C-RMN, recogidos en la tabla 26, dividiremos las
sefiales entre el esqueleto principal de la familia y los diferentes
sustituyentes de cada uno.

En los derivados hidroxilados (FAB-30 — FAB-33), el carbono en posicion 2
es el mds desapantallado por tratarse de un carbono cuaternario situado
entre dos nitrégenos, aparece con §=165.86 — 163.79 ppm.

Continuando con la cadena alifatica, C-1’ se encuentra entre 6= 41.73 —
38.89 ppm, C-2’ entre 6 = 37.43 — 36.80 ppm y C-3' estd mas
desapantallado debido a la influencia del hidroxilo, resonando a 6= 69.99
—67.28 ppm.

En el caso de FAB-34, C-2 tiene un 0= 170.35 ppm, pero no es el carbono
mas a la izquierda, puesto que C-3’ pasa a formar parte de un grupo
carbonilo, siendo su desplazamiento quimico de & = 198.66 ppm,
finalmente, C-1' y C-2’ resuenan a & = 34.22 ppm y & = 38.72 ppm,
respectivamente.

Pasando a la zona aromadtica de los compuestos de esta familia, C-2”
aparece entre 0= 149.12 — 147.92 ppm en FAB-30 - FAB-33 y a 6= 154.10
ppm en FAB-34, debido al efecto del grupo carbonilo. El carbono
cuaternario que conecta con la cadena alifatica C-3” fluctia entre ¢ =
142.21-131.82 ppm. Los siguientes carbonos son mas estables: C-4” tiene
un &= 135.92 — 133.35 ppm, C-5” resuena a §=125.29 - 123.30 ppm y C-
6” a 8= 149.78 — 147.46 ppm.

Por ultimo, queda discernir los carbonos de los sustituyentes en Ry:

En el caso de los compuestos con metilo, en FAB-30 aparece a J = 18.47
ppmy en FAB-34 a 0= 23.47 ppm.

En FAB-31 los carbonos del anillo aromatico tienen los siguientes
desplazamientos quimicos: C-1, 6=130.50 ppm; C-2y C-6, 6=128.95 ppm;
C-3yC-5, 6=130.39 ppm; y C-4, 6= 134.66 ppm.

En FAB-32 la presencia de un atomo de cloro en posicién 4 altera las
sefiales de carbono del anillo aromatico: C-1, = 140.63 ppm; C-2y C-6, &
=130.84 ppm; C-3y C-5, 6=130.49 ppm; y C-4, 5= 128.85 ppm.

En FAB-33 el anillo aromatico cuenta con un grupo trifuorometilo que

aparece a 6= 124.90 ppm con una multiplicidad de cuadruplete (J=272.1
Hz) e influye sobre el resto de sefnales del anillo: C-1, = 134.33 ppm; C-2

193



y C-6, 6=130.14 ppm; C-3y C-5, 6= 127.26 ppm en forma de cuadruplete
(/=3.8 Hz); y C-4, 6=135.74 ppm en forma de cuadruplete (/ = 33.0 Hz).

Los estudios bidimensionales realizados a este compuesto permitieron
asignar todas las sefiales del nuevo anillo de piridina, siendo de especial
utilidad en la identificacidn de C-3” y en la diferenciacién entre C-2” y C-
6”.

5 OH NH
H 3 N
N H
NH 2 CF4
on
g 4
H H, OH NH s H OH NH
N H ,)\ N ==
6" IS H T\ | H S
HO N72 CF3 8N H CF3
on
BT T Ha’ H-2
A | . L .

FAB-143

c3y —

]
C-6"

Figura 52. Correlaciones HMBC para los C-2” (rosa), C-3” (azul) y C-6” (verde) de
FAB-33.

En la figura 52 podemos observar las correlaciones entre los carbonos
mencionados anteriormente y los protones de su entorno: C-3” muestra
correlacién con H-3’, H-2”, H-5” y con los dos protones de H-2’; C-2” se
correlaciona con H-3’, H-4” y H-6”; mientras que C-6” lo hace con H-2", H-
4" y H_5”
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4.4.4. Estudios bioldgicos

Con el fin de determinar la potencia inhibitoria de los derivados de esta
familia, se ensayaron a una concentracién de 1 mM sobre las isoformas
inducible y neuronal de la NOS.

Los resultados se recogen en la tabla 27, donde los porcentajes de
inhibicién en iNOS varian entre 13.28% y 94.02%, mientras que los de
nNNOS se encuentran entre 13.08% y 69.44%. Esta tabla también permite
apreciar una mayor selectividad por iNOS en los derivados con un grupo
hidroxilo en 3’, mientras que el Unico candidato con un resto carbonilo
presenta un mayor porcentaje de inhibicién nNOS.

Tabla 27. Porcentajes de inhibicién a concentracién 1 mM de la familia D.

Compuesto X R> % inhibicidon iINOS % inhibicion nNOS
FAB-30 OH Me 92.49+1.49 13.08 +2.59
FAB-31 OH Ph 94.02 £1.97 20.53+£2.07
FAB-32 OH  p-CIPh 77.90 £ 1.87 53.61+1.80
FAB-33 OH  p-CFsPh 28.98 £ 0.87 12.27 £0.39
FAB-34 0] Me 13.28 £1.78 69.44 +0.47

Los elevados porcentajes de inhibicion que presentaban FAB-30 y FAB-31
en iNOS, fueron determinantes a la hora de seleccionarlos para el cdlculo
de sus ICso. EI compuesto final con un metilo en R, (FAB-30) resulto ser el
mejor inhibidor hasta la fecha en nuestro grupo de investigacidon, con ICsp
=4.6 M y una selectividad de mas de 200 veces sobre nNOS.

Tabla 28. Valores de ICsg para la inhibicidn de la actividad iNOS de los derivados
mds potentes de la familia D.

iNOS
Compuesto  1Cso (UM)
FAB-30 4.6
FAB-31 76.0

El buen resultado de FAB-30 nos motivd a continuar su estudio con
ensayos sobre la isoforma endotelial, asi se pudo comprobar una ausencia
total de efecto inhibitorio mds alld del rango de concentraciones en las
gue se considera efectivo en iNOS.
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4.5, FamiliaE

4.5.1. Disefio molecular

El desarrollo de esta familia se debe a una serie de resultados anémalos a
la hora de oxidar el grupo hidroxilo de los derivados FAB-30 — FAB-33.

En la familia D, solo se consiguié obtener un derivado con grupo carbonilo
en posicién 3’. Ademads, el rendimiento de la reaccién de oxidacion
resultaba muy discreto respecto a sus analogos de la familia C, lo que nos
llevé a pensar que la presencia del anillo de piridina interferiria con la
accién oxidante del Cr (VI).

El caracter ligeramente bdsico del anillo de piridina unido a la presencia de
acido crémico da lugar a la formacidn de aductos en los que interviene un
enlace N-Cr. Por lo tanto, decidimos sustituir el agente oxidante por MnO,,
un reactivo oxidante selectivo para la posicidn alilica. A pesar de que
parecia la opcidn mas clara, no se mejoraron los rendimientos previos,
debido a la aparicidon de una estructura diferente a la esperada.

De forma sorprendente, e independientemente del reactivo oxidante
utilizado, se produce una ciclacién de la cadena alquilica involucrando
también la funcién imidamida, para dar lugar a un anillo de pirimidina. El
uso de MnO;, fuerza la aromatizacion y permite aislar compuestos estables
en lugar de intermedios inestables.

. €] W
NH o] NH o NH
H J H A B X
| S N R » A N"R — | A N" R
_ H | H L ) H
N N N
-_OH HO.,  OH
Ho-M) Mn
© NH (0] NH NH,
L B
RS NJ\R — S N° "R <=— A N~ "R
| H | P H ‘ _
N/ N N
N_ R R R
#{2 \\E N)*N N)QN
| —_— |
N ; H =
‘ Pz HZO | S H | D HO\
N N/ HQ /O N/ :,Mn
/(J)}/'u HO

Esquema 8. Mecanismo propuesto para la ciclacion de pirimidinas.
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Estos derivados poseen cierta similitud con los inhibidores de NOS 99 - 101
de McMillan et al.'¥’, lo que nos motivd a darles una oportunidad en
nuestros ensayos de actividad.

Figura 53. Estructura general de los compuestos de la familia E.

4.5.2. Sintesis quimica

o} OH NH R,
N 2N NJ\R MnO, FAB-35 Me
| — (/ H 2 ACN FAB-36 Ph
NT N FAB-37 | p-CIPh
FAB-30 - FAB-33 FAB-35 - FAB-38 FAB-38 | p-CF3Ph

Esquema 9. Ruta sintética propuesta para la familia E.

Esta familia de compuestos sigue una ruta sintética idéntica a la anterior,
variando Unicamente el Ultimo paso, donde los productos finales FAB-30
—FAB-33, se tratan con diéxido de manganeso en acetonitrilo. Esto induce
la formacion y aromatizacién del anillo de pirimidina para dar lugar a los
derivados finales FAB-35 — FAB-38.

4.5.3. Andlisis espectroscépico

Todos los espectros se realizaron utilizando cloroformo deuterado (CDCls)
como disolvente.

La numeracion de estos compuestos sigue las reglas establecidas por la
IUPAC, comenzando por el anillo de pirimidina, a continuacidn el anillo de
piridina y por ultimo los diferentes R;.

En el andlisis los espectros de 'H-RMN (Tabla 29) comenzaremos por las
dos sefiales del anillo de pirimidina:

El protén en posicidn 5 aparece como un doblete a 6=7.69 —7.55 y una J
= 53 — 5.2 Hz, por su acoplamiento con H-6. La segunda sefial,
correspondiente con H-6, aparece como doblete a §=8.92 -8.73 y una J
= 5.3 —5.2 Hz, por su acoplamiento con H-5.
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Tabla 29. Desplazamientos quimicos (&, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de *H-RMN para los productos finales FAB-35 — FAB-38.

o
"
3
éiCH 3 JK@
6" a

o
Ro= » .
6" » "
7 Cl 8 . CF4

FAB-35 FAB-36 FAB-37 FAB-38
H-5 7.55 7.63 7.65 7.69
B (d, 5.3) (d, 5.2) (d, 5.2) (d, 5.2)
H-6 8.73 8.90 8.89 8.92
) (d, 5.3) (d, 5.2) (d, 5.2) (d, 5.2)
H-2’ 9.26 9.40 9.39 9.41
j (s) (d, 1.7) (d, 1.0) (d, 1.9)
H-4" 8.42 8.56 8.53 8.56
B (dt, 8.0, 1.9) (m) (m) (dt, 8.0, 1.9)
7.45 7:49 7.50 7.53
H-5 (dd, 8.0, 4.9) (ddd'f';;' 48, (m) (dd, 8.0, 4.9)
H-6’ 8.73 8.77 8.78 8.79
j (d, 5.3) (dd, 4.8, 1.7) (dd, 4.5, 0.9) (dd, 4.9, 1.9)
” ” 8.56 8.53 8.68
H-2", H-6 (m) (m) (d, 8.3)
n” ” 750 777
H'3 N H'5 7.53 (m) (d, 8.3)
H-4” (m)
2.82
CHs (<)

En el anillo de piridina, la sefial de H-2’ se puede observar en FAB-35 como
singlete a 6'=9.26 ppm, mientras que en el resto de compuestos aparece
como doblete a = 9.41 — 9.39 ppm y una J = 1.9 — 1.0 Hz por su
acoplamiento con H-6’ 6 H-4'. La seial de H-4’puede observarse en FAB-
35 y FAB-37 como un doble triplete a J = 8.56 — 8.42 ppm con dos
constantes de acoplamiento: J= 8.0 Hz para H-5" yJ = 1.9 Hz para H-2' y H-
6’; en los otros dos compuestos esta sefial es un multiplete a 6= 8.56 —
8.53 ppm. El protdn de H-5" muestra una multiplicidad diferente segun el
compuesto, en FAB-35 y FAB-38 se trata de un doble doblete con §=7.53
— 7.45 ppm por su acoplamiento con H-4’ (J = 8.0 Hz) y con H-6" (J = 4.9
Hz); en FAB-36 aparece como un doble doble doblete con 6= 7.49 ppm,
acoplado con H-4’ (J = 8.0 Hz), con H-6" (J = 4.8 Hz) y con H-2’ (J = 1.7 Hz).
El dltimo de los protones de este anillo, H-6’, en FAB-35 coincide con la
sefial de H-6 del anillo de pirimidina, un doblete a §=8.73 ppmyJ=5.3
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Hz; en el resto de casos aparece como un doble doblete a 6= 8.79 — 8.77
ppm, por su acoplamiento con H-5" (J=4.9—-4.5Hz)ycon H-2' (/=1.9-
0.9 Hz).

En el apartado de los diferentes radicales R, podemos diferenciar las
siguientes senales:

En FAB-35, los tres protones del grupo metilo aparecen como un singlete
a 0=2.82 ppm.

En FAB-36, el anillo aromatico muestra dos multipletes, uno comprendido
entre 6= 8.60—8.53 ppm correspondiente a H-2” y H-6", y otro a §=7.55
—7.51 ppm que incluye los protones de H-3”, H-4” y H-5".

En FAB-37, las sefiales del anillo aromatico aparecen como multipletes,
uno a 6= 8.57 — 8.49 ppm correspondiente a H-2” y H-6”, y el otro a =
7.54 —7.47 ppm para H-3” y H-5".

Por ultimo, el anillo aromatico de FAB-38, muestra un doblete a 6= 8.68
ppm que se corresponde con H-2” y H-6”, con una J = 8.3 Hz por su
acoplamiento con H-3” y H-5”, y otro doblete a § = 7.77 ppm que se
corresponde con H-3” y H-5”, con J = 8.3 Hz, por su acoplamiento con H-
2" y H-6".

Comenzaremos el estudio de los espectros de 3C-RMN por el anillo de
pirimidina, cuyas sefiales se recogen en la tabla 30.

El carbono en posicion 2 es el que se encuentra mas desapantallado en
todos los casos, con un desplazamiento quimico que oscila entre J =
169.02 — 163.76 ppm, a continuacién, aparece C-4 con =161.90-161.78
ppm. Dejando a un lado estos dos carbonos cuaternarios, C-5 aparece a &
=115.40 — 114.12 ppm y C-6 a 8= 158.61 — 158.02 ppm.

En el anillo de piridina, C-2' puede observarse con § = 148.75 — 148.29
ppm; C-3’ entre & = 132.83 — 132.69 ppm, con C-4" muy préoximo a d =
135.22 — 134.83 ppm; C-5" aparece con 6= 124.15-123.93 ppmy C-6’ es
la sefial mas desapantallada de este anillo con d=151.76 — 151.51 ppm.
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Tabla 30. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
finales FAB-35 — FAB-38.

" 2"
EN Ny
CHg
6" 4"
o
R2=
2" o
6 6" » "
ik Cl 8 . CF,

FAB-35 FAB-36 FAB-37 FAB-38

C-2 169.02 165.09 164.16 163.76
C-4 161.85 161.78 161.90 161.78
C-5 114.12 114.69 114.88 115.40
Cc-6 158.02 158.41 158.46 158.61
c-2’ 148.70 148.75 148.73 148.29
Cc-3’ 132.81 132.83 132.68 132.69
c-4 134.85 134.84 134.83 135.22
C-5’ 123.93 123.94 123.97 124.15
C-6’ 151.76 151.83 151.93 151.51
c-1” - 137.61 136.11 140.77

c-2”, C-6” - 128.78 129.83 128.76

Cc-3”, C-5” - 128.48 129.01 125.68
c-4” - 131.16 137.43 132.71
CF3 - - - 124.24
CHs 26.41

En relacidn a los sustituyentes de R, se puede observar lo siguiente:
El metilo de FAB-35 aparece con §=26.41 ppm.

En FAB-36 el anillo aromatico muestra los siguientes desplazamientos
quimicos: C-1” con &= 137.61 ppm; C-2” y C-6” a 5= 128.78 ppm; C-3" y
C-5" a 6= 128.48 ppmy, finalmente, C-4” con d=131.16 ppm.

En FAB-37, debido la posicién del &tomo de cloro, la Unica gran diferencia
con el compuesto anterior aparece en C-4”, donde el desplazamiento
quimico alcanza 6 = 137.43 ppm como carbono cuaternario. El resto de
sefiales son C-1” con 6= 136.11 ppm, C-2” y C-6” con 6=129.83 ppmy C-
3”yC-5"a 6=129.01 ppm.
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En FAB-38 influye en gran medida el grupo trifluorometilo en posicion 4”,
donde el carbono unido a tres &tomos de fllor aparece como cuadruplete
a 0=124.24 ppm, con unaJ=272.4 Hz. La influencia de CF; crea otros dos
cuadrupletes: el carbono unido directamente a él (C-4” a = 132.71 ppm,
J =32.3 Hz) y los dos adyacentes a este (C-3” y C-5” con 6= 125.68 ppm, J
= 3.9 Hz). El resto de sefiales son C-1” a 6= 140.77 ppmy C-2"yC-6”" a &=
128.76 ppm.

H-3" H-5
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]
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Figura 54. Correlaciones HMBC para los C-2 (rosa) y C-4 (verde) de FAB-38.

Los estudios de RMN bidimensionales realizados sobre FAB-38 nos
permitieron confirmar la creacion del anillo de pirimidina y, al mismo
tiempo, fueron de gran utilidad para la asignacién de cada una de las
sefiales en los espectros de *H-RMN y *C-RMN.

La diferenciacién entre C-2 y C-4, las dos sefiales mds desapantalladas, es

posible gracias a las correlaciones con los carbonos de los anillos
adyacentes (Figura 54).
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4.5.4. Estudios bioldgicos

El estudio preliminar de los porcentajes de inhibicidn a 1 mM sobre las
isoformas neuronal e inducible de la NOS presentéd los resultados
recogidos en la tabla 31.

Tabla 31. Porcentajes de inhibicién a concentracién 1 mM de la familia E.

Compuesto Rz % inhibicidn iNOS % inhibicion nNOS
FAB-35 Me 26.78 £ 0.84 57.15+1.28
FAB-36 Ph 0.29+£0.42 45.66 +2.13
FAB-37 p-CIPh 33.33+3.36 30.44 £ 4.27
FAB-38 p-CFsPh 67.85+3.87 63.00 +4.41

Los valores de inhibicion para iNOS se encuentran entre 0.29% y 67.85%,
mientras que los de nNOS estan comprendidos entre 30.44% y 63.00%. En
ambas isoformas el compuesto que presentd un mayor porcentaje de
inhibicién fue FAB-38.

Debido a los bajos valores de inhibicidon y la escasa selectividad entre
isoformas, en este caso, ninguno de los candidatos resultd interesante
para el calculo de su ICsg.

4.6. FamiliaF

4.6.1. Disefio molecular

Atendiendo al alto nimero de inhibidores potentes de NOS que presentan
simetria en su estructura: 18 - 20 (Fig. 8, pag. 36)°!, 32 - 33 (Fig. 11, pag.
39)1%%y 75 - 79 (Fig. 25, pag. 53)'%, decidimos emular la misma estrategia
en nuestros compuestos.

NH
OH OH
N NN N .. NH NH
| H H | = o
N N
NH NH
o
H

C J

Figura 55. Estructura general de los compuestos de la familia F.
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Cada molécula de esta familia consta de dos extremos formados por
anillos de piridina, estos se unen a través de cadenas 3-hidroxipropilicas a
un nucleo central que supone el factor diferencial entre ellas. En un primer
lugar, se buscaba obtener un nucleo central guanidina, pero durante las
diversas pruebas para sintetizarlo aparecieron el resto de derivados, que
resultaban igual de interesantes de cara a los ensayos bioldgicos.

4.6.2. Sintesis quimica

BrCN OH N
A
AcONa N N//
“MeOH | H
N
133
NH NH OH
X
*\'bb‘ (j)\/\ |
/ N”
NS FAB-39
oH N HCI/Eter OH )’\LH )’\LH
T e o e
=~ >~
N N

7,

133 39%/ FAB-40
(07
RO
24 OH NH OH
e NN N
| H H |
N e
N N

FAB-41

Esquema 10. Ruta sintética propuesta para la familia F.

En esta ruta sintética se parte de nicotinaldehido, este es sometido a las
dos primeras reacciones en condiciones idénticas a las de la familia D,
obteniendo la amina 132.

A continuacidn, mediante el uso de bromuro de cianégeno, se introduce
la funcion cianamida dando lugar a 133. Este intermedio es el que nos
permite la dimerizacion para conseguir los productos finales.

En la primera aproximacién a la sintesis de FAB-41, siguiendo
indicaciones de Clark et al.'’%, se utilizé hidruro de sodio para activar la

aminay DMSO como disolvente. El resultado no fue la guanidina esperada,
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sino que se obtuvo el imidocarbamato FAB-39 como producto
mayoritario. La explicacién mas probable es que estas reacciones son muy
sensibles a la presencia de H,0, por lo que las trazas de agua presentes en
el DMSO habrian reaccionado con 133 para dar lugar al acido 134;
posteriormente, la adicion de NaH al medio de reaccion permite la unién
con otra molécula de 133.

OH N OH OH NH OH
=
™ N+ EWNHZ NaH N NJKN N
- H = X | 7 H H | pZ
N N N N
133 132

DMSO
FAB-41

OH NH OH NH m
NaH )k@ y
H

N N
134 133
OH NH NH OH

S oy N

\ H H |
/ .

N N
FAB-39

Esquema 11. Posible mecanismo de reaccién para la formacién de FAB-39.

En el siguiente intento para sintetizar la guanidina buscada, se cambia la
estrategia diametralmente, utilizando un medio acido que permite la
formacion del hidrocloruro de 132. En este caso, el disolvente utilizado fue
DMF y como resultado se obtuvo FAB-40. La explicacién de la procedencia
del atomo central puede deberse a restos de NH;" procedentes de la
purificacién de los productos de partida, ya que en bibliografia se ha
descrito previamente la preparacién de analogos de guanidina por
reaccion entre derivados de cianamida y cloruro amdnico.’% 173
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OH OH
_N
N NP NH, HCI/Eter
I pZ H | =
N N
133 132

FAB-41
l NH,CI
OH NH NH NH OH
J
| X NJ\NH2 . / x | X2
N N FAB-40 N
134

Esquema 12. Posible mecanismo de reaccién para la formacién de FAB-40.

Finalmente, se encontré el procedimiento adecuado para obtener FAB-41,
siendo necesaria la utilizacion de cantidades equimolares de la cianamida
133 y la amina 132, estando esta ultima en forma de hidrocloruro antes de
comenzar la reaccidn, y utilizando como disolvente EtOH absoluto.’

OH

N 132 Hal
N NF 12He C
» H TEOH

133 FAB-41

Esquema 13. Sintesis satisfactoria de FAB-41.

4.6.3. Andlisis espectroscépico

Los disolventes utilizados fueron el metanol deuterado (CDsOD) vy el
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds).

La numeracién de las estructuras de estos compuestos sigue las reglas
establecidas por la IUPAC, comenzando por la funcién central de cada
compuesto. A partir de este punto, y debido al eje de simetria, ambos
lados de la molécula reciben la misma numeracidén, en primer lugar la
cadena alifatica y después el anillo de piridina.

El eje de simetria de estas moléculas convierte las sefiales de ambos lados
en idénticas.

Comenzaremos por el estudio de las sefiales de *H-RMN (Tabla 25).
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Tabla 25. Desplazamientos quimicos (J, ppm) y constantes de acoplamiento (J,

Hz) de *H-RMN para los productos finales FAB-39 — FAB-41.

)N[I )NLH NH NH NH
RNz o N JZI\NJJ\N’R R‘NJzLN’R R=
H bis H H H H H
3 5 3
FAB-39 FAB-40 FAB-41
H-1' 3.24 314 3.26
H-1’ bis (m) (m) (m)
H-2’ 1.90 2.06 1.48
H-2’ bis (m) (m) (m)
H-3’ 4.79 4.94 4.76
H-3' bis (dd, 7.9, 5.4) (dd, 8.6, 4.2) (dd, 8.9, 4.5)
H-2" 855 8.60 8.60
H_zn bIS (S) (S) (d, 1.5)
H-4" 7.87 7.91 7.84
H-4" b|S (d, 7.9) (d, 7.8) (dt, 7.9, 1.5)
H-5” 7.43 7.48 7.41
H-5" bis (dd, 7.9, 4.9) (dd, 7.8, 4.9) (dd, 7.9, 4.9)
H-6" 8.44 8.49 8.48
H-6" bis (d, 4.9) (d, 4.9) (dd, 4.9, 1.5)
_OH 568
-OH bis (s)
"NH-1 7.76
-Nﬁ-3 (t,5.2)
=NH 7.49
— (s)

En las cadenas alifaticas los protones de la posicién H-1' aparecen como
multipletesa d=3.26 —3.14 ppm, al igual que en la posicion H-2’, algo mas
apantallados, con 6=2.06—1.48 ppm. Por ultimo, la posicién H-3’ aparece
como doble doblete entre 6=4.94-4.76 ppm (J=89-7.9Hzy5.4-4.2
Hz).

En los anillos de piridina, las sefiales aparecen en el siguiente orden: en
primer lugar, H-2” entre 6= 8.60 — 8.55 ppm como singlete en FAB-39 y
FAB-40, y como doblete en FAB-41 por acoplarse con H-4” (J = 1.5 Hz), a
continuacién, H-6” a 0= 8.49 — 8.44 ppm un doblete en FAB-39 y FAB-40
por acoplarse con H-5" (J = 4.9 Hz), y un doble doblete en FAB-41 por
acoplarse con H-5” (J=4.9 Hz) y H-4” (J = 1.5 Hz). La tercera sefial del anillo
se corresponde con H-4” a §=7.91—7.84 ppm, siendo un doblete en FAB-
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39 y FAB-40 por acoplarse con H-5" (J = 7.9 — 7.8 Hz), y un doble triplete
en FAB-41 por acoplarse con H-5” (J=7.9 Hz) y con H-2” y H-6" (J = 1.5 Hz).
Por ultimo, H-5” es en todos los casos el doble doblete mas apantallado,
con 0=7.48 —7.41 ppm y contantes de acoplamiento J=7.9 - 7.8 Hz con
H-4" yJ=4.9 Hz con H-6".

En el espectro de FAB-41, al haberse realizado en DMSO-ds, los protones
labiles si aparecen. Un triplete a 6= 7.76 ppm se corresponde con H-1y H-
3 (J=5.2), unsinglete a = 7.49 ppm seria el protdn del tnico NH con un
doble enlace y a § = 5.68 ppm encontramos los protones de los grupos
hidroxilo en forma de singlete.

Tabla 30. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de *C-RMN para los productos
finales FAB-35 — FAB-38.

NH NH NH NH NH
R R R R R R ;
N2 072N ‘N)zl\N)ctLN’ ‘Nsz\N’ R=
H bis H H H H H H
1 3 5 1 3
FAB-39 FAB-40 FAB-41
C-2 bis
162.40
C-2 156.00
170.17
Cc4
C-1’, C-1’ bis 40.39 38.69 38.23
C-2’, C-2’ bis 37.95 36.96 37.82
C-3’, C-3’ bis 70.29 70.85 67.49
C-2”, C-2" bis 148.08 147.93 146.78
C-3”, C-3” bis 142.66 142.02 141.15
C-4”, C-4” bis 135.83 135.70 134.29
C-5”, C-5” bis 125.15 125.27 123.68
C-6”, C-6"bis 148.85 149.29 147.52

Las sefiales de *C-RMN son bastante homogéneas a lo largo de la
estructura, a excepcion de los carbonos en la funcidn principal:

El bis-imidocarbamato de FAB-39 presenta una sefial a 6 = 162.40 ppm
correspondiente con C-2 y C-2 bis, la biguanidina de FAB-40 presenta los
cabonos C-2 y C-4 a 6= 170.17 ppm y el carbono C-2 de FAB-41 en la
funcién guanidina aparece a 6= 156.00 ppm.
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En la cadena aliftica, los carbonos C-1’ y C-1’ bis se encuentran entre =
40.39 —38.23 ppm, C-2" y C-2’ bis entre 6=37.95-36.96 ppm, y C-3’ y C-
3’ bis entre 6=70.85—67.49 ppm.

Los anillos de piridina mantienen desplazamientos quimicos similares a los
de la familia D. Los carbonos situados a ambos lados del nitrégeno C-2" y
C-6” aparecen en el intervalo = 149.29 — 146.78 ppm siendo de dificil
distinguirlos entre ellos. Los carbonos cuaternarios C-3” estan localizados
entre §=142.66 — 141.15 ppm. Las sefales correspondientes a C-4” son &
=135.83 - 134.29 ppm y para C-5” son &= 125.27 — 123.68 ppm.

Para completar la informacién espectroscdpica de estos compuestos se
realizaron correlaciones HSQC y HMBC de *H-'>N en FAB-41.

W)

OH JN\ OH
X N N X
@*ﬁ @VU
N . 3 N
H1o N
H-3 | |
o AUUL - e SV S
" =NH
75.97
) e

Figura 56. Correlaciones HSQC *H-°N de FAB-41, resaltando N-1y N-3 (rosa) y
=NH (azul).

Del experimento HSQC (Figura 56) podemos obtener los desplazamientos

de los nitrégenos de la funcién guanidina: N-1y N-3 aparecen a = 83.51
ppm, mientras que el nitrégeno iminico resuena a = 75.97 ppm.
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Figura 57. Correlaciones HMBC *H->N de FAB-41 resaltando las interacciones de
N-1y N-3 (rosa) y N-1” (verde).

A partir del experimento de HMBC (Figura 57) podemos encontrar el
nitrégeno de los anillos de piridina a 6 = 286.83 ppm por su correlacion
con los protones H-2”, H-5” y H-6”. También puede apreciarse una
correlacién a larga distancia en los nitrogenos N-1 y N-3 con los protones
de las posicidnes H-2" y H-2’ bis.

4.6.4. Estudios bioldgicos

En el cribado preliminar de los compuestos de esta familia (Tabla 31), los
porcentajes de inhibicién a 1 mM sobre las isoformas neuronal e inducible
de la NOS, mostraron una mayor selectividad hacia iNOS con valores que
oscilan entre el 65.48 % y el 93.93 %, frente a los de nNOS comprendidos
entre 7.87 %y 69.29 %.
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Tabla 31. Porcentajes de inhibicion a concentracién 1 mM de la familia F.

Compuesto X % inhibicion INOS % inhibicion nNOS
FAB-39 J['O)NQ; 88.43+1.53 21.65+0.55
FAB-40 JEHJQ 65.48 +£2.30 7.87£2.59
FAB-41 J@ 93.93+0.15 69.29 + 0.55

210



5.Conclusions
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The research carried out in this thesis tries to collaborate in the treatment
of several diseases where the NO overproduction is involved.

By studying the NOS selective inhibition in neuronal and inducible isoforms
over the endothelial one, potential lead drugs could be developed for
those diseases, which, hopefully, would avoid undesirable cardiovascular
side effects.

Upon completing the objectives proposed in this thesis, we came to the
following conclusions:

I. Forty-one novel compounds have been designed, synthesized and
characterized by NMR spectroscopy and mass spectrometry. They can
be divided in six different families (A-F) based on their chemical
structure.

II. A new synthetic pathway for 2-substitued-4-(pyridin-3-yl)pyrimidines
has been discovered.

lll. A new route for dimeric derivatives from previous inhibitors has been
implemented, by creating a guanidine-like bridges.

IV. All the synthesized final products were tested in vitro as NOS inhibitors
in both, inducible and neuronal isoforms. The results have shown:

a. A general preference for iNOS inhibition, excluding B family,
where prevailed the selectivity towards nNOS.

b. Cand D families included the inhibitors with the highest selectivity
and potency, being FAB-30, FAB-17 and FAB-15 those which rose
among the rest.

c. The ICs of these derivatives were 4.6 uM, 20.0 uM and 22.5 uM,
respectively, the lowest ones ever registered in our research

group.
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VL.

VII.

The most interesting inhibitors, were subjected to additional eNOS
essays, showing absence of cardiovascular effects at concentrations
were the other isoforms were inhibited.

The structure-activity relationship of each family could be summarized:

a. Compounds from A have better iNOS inhibition values when R; is
a bulky substituent.

b. In B, the aromatic ring with only the amine moiety in position 2’
results in the highest nNOS inhibition.

¢. Risubstituentsin C, tend to create better iNOS inhibitors, specially
when they are electron donors like methoxy groups.

d. The pyridine ring in D seems to have an important role in the
activity as iNOS inhibitor, nevertheless further analysis with more
derivatives will be necessary to unveil it.

e. Dimers from F, trigger a high inhibition rate at the same time that
decreases the selectivity between iNOS and nNOS.

The results obtained in this thesis encourage us to continue in the
search of powerful and selective NOS inhibitors, since their finding may
represent a step forward in the development of future therapies for
neurodegenerative diseases.
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