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SS Solucion Salina

SSH Solucion Salina Heparinizada

TLC Cromatografia en Capa Fina

VAPTAN Antagonista a VVasopresina
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RESUMEN

Estudios de docking y un analisis cuantitativo de relacién estructura-actividad
(QSAR) fueron llevados a cabo en un conjunto de 134 antagonistas de los
receptores de vasopresina (AVPR). Las estructuras quimicas de los ligandos
fueron sometidas al algoritmo Polak-Rebiere, seguido del programa Dragon
para encontrar los diferentes tipos de descriptores moleculares. Un analisis de
regresion multiple (MLR) se llevé a cabo en cada grupo de descriptores.
Aquellos descriptores seleccionados por el MLR fueron reunidos para realizar
un andlisis de componentes principales (PCA). La ecuacion final fue
desarrollada por eleccidon de una combinacion optima de descriptores después
de eliminar los valores atipicos Por otro lado, aqui se describe la sintesis de un
supuesto nuevo antagonista a los AVPR (1-[(4-methylphenyl)sulfonyl]-5-oxo-
2,3,4,5-tetrahydro-1H-1-benzazepine-4-carbonitrile, C9). La identificacion
quimica de C9 fue confirmada por resonancia magnética nuclear (NMR) de *H
y ®C. Los efectos biolégicos de C9 fueron evaluados en un modelo de
contractilidad de musculo liso vascular (VSM) y aquaresis. Anillos de aorta de
rata fueron usados para probar el efecto inhibitorio de C9 (0.0, 5.9, 59 and 590
uM) sobre la contraccion de VSM inducido por AVP (10 uM). El efecto
aquarético de C9 (100 ng/Kg) fue determinado inhibiendo el efecto
antidiuréetico de AVP (50 pU/Kg) en rata. Los resultados muestran que C9
inhibe la contraccion de anillos de aorta, de forma concentracién-dependiente,
ademas de producir un efecto aquarético. Los estudios de docking mostraton
que C9 interactua con aminoacidos clave en el bosillo de union de los
receptores Vla y V2 de AVP (AVPR1A y AVPR2). Los resultados indican
que C9 trabaja como un antagonista de los AVPR1A y AVPR2.
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ABSTRACT

Docking studies as well as a quantitative structure-activity relationship
(QSAR) were perfomed upon a set of 134 vasopressin receptor antagonists
previously reported. The chemical structures of the ligands were subjected to
the Polak-Rebiere algorithm followed by Dragon software in order to found
different types of molecular descriptors. Multiple linear regression (MLR)
analysis was carried out on each individual group of descriptors alone. The
descriptors selected from the MLR analysis were gathered in one group to
perform principal component analysis (PCA). The final equation was
developed by choosing optimal combination of descriptors after removing the
outliers. On the other hand, the synthesis of a new putative antagonist of
vasopressin receptors (1-[(4-methylphenyl)sulfonyl]-5-ox0-2,3,4,5-tetrahydro-
1H-1-benzazepine-4-carbonitrile, C9) and its biological effects are described.
The chemical identification of the compound C9 was confirmed using ‘H and
C nuclear magnetic resonance (NMR). The biological effects of C9 on
vascular smooth muscle (VSM) contractility and aquaresis were also tested.
Rat aortic rings were used to test the inhibitory effect of C9 (0.0, 5.9, 59 and
590 uM) on AVP-induced VSM contraction (10 puM). The antidiuretic-
blocking effect of vasopressin (50 uU/Kg) by C9 (100 nug/Kg) was determined
using a water load test in rats. The results showed that C9 inhibits aortic rings
contraction in a concentration-dependent manner, whereas C9 exhibited an
aquaretic effect on urine flow. Docking studies showed that C9 interacts with
key amino acids into the binding site via the VV1a and V2 receptors (AVPR1A
and AVPR2), which explains the similarity in their biological effectswith the
vaptans. The results indicate that C9 functions as an antagonist on both
AVPR1A and AVPR2.
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INTRODUCCION

Arginina vasopresina.

Las hormonas neurohipofisiales arginina vasopresina (AVP) y oxitocina (OT), descritas por
primera vez por Oliver y Schafer en 1895 como ‘extractos de pituitaria’ llamaron la atencion
debido a su “notable y elevado efecto sobre la presidén sanguinea”. Décadas mas tarde, estos
‘extractos de pituitaria’ mostrarian otros efectos fisiologicos, de los que sobresalen: la
contractibilidad del musculo liso uterino (Dale HH, 1906), la eyeccion de leche (Ott I and
Scott JC, 1910) y el efecto antidiurético (Farini F, 1913). No fue sino hasta 1952, cuando du
Vigneaud et al., (Fig. 1) lograron aislar los dos peptidos dilucidando asi sus estructuras y
secuencias de aminoacidos (Tuppy H, 1953; du Vigneaud V et al., 1953b; Archer R, du Vigneaud
V, 1953a; du Vigneaud V, et al., 1953a). Para 1954, reporta su sintesis (du Vigneaud V, et al.,
1954a; du Vigneauacd V, et al, 1954b), logro que en 1955 le vali6 el premio Nobel de

Quimica.

%

é

33
¥
S §

Figura 1. Vincent du Vigneaud. Premio Nobel de Quimica 1955 otorgado "por su trabajo sobre compuestos
de azufre con importancia bioquimica, especialmente por la primer sintesis de una hormona polipéptida" (de:
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1955/ 18 Sep 2012).

Tanto AVP como OT son antiguos neuropéptidos, miembros de una familia de péptidos
filogenéticamente muy conservada (tabla 1) que surgen de la duplicacion del gen ancestral
de la vasotocina (Acher R, Chauvet J. 1995; Acher R, et al., 1995). En los vertebrados, la

vasotocina es el progenitor evolucionado de todas las hormonas neurohipofisiales.
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Tabla 1. Familia Vasopresina. Las diferencias estructurales con AVP se sefialan en negritas (de: Ferguson JW et al., 2003).

Secuencia de aminoacidos

Nombre

Especie

Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,
Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH,
Cys-Phe-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,

Arginina Vasopresina (AVP)
Lisipresina (LVP)
Fenipresina

Vasotocina

Mayoria de los mamiferos
Cerdos y especies relacionadas
Algunos marsupiales

No-mamiferos

Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,

Arginina vasopresina, también conocida como hormona antidiurética (ADH), es una
hormona de 9 amino &cidos, con una arginina en la posicién 8: CYFQNCPRG (Fig. 2). Los
dos residuos de cisteina en las posiciones 1 y 6 forman un puente disulfuro que da lugar a la

formacion de un anillo en su estructura (Barberis C., et al., 1998).

'ﬁ‘/ll _:"/

N~ o

Figura 2. Estructura quimica de arginina vasopresina. CYFQNCPRG, el puente disulfuro se muestra en
amarillo (de: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/ (Compound 1D: 644077) 19 Sep 2012).

Con formula molecular C46HssN15012S2, AVP tiene orbitales electronicos incompletos, por
lo que es capaz de participar en enlaces del tipo puente de hidrégeno (Vincent JL, Su F, 2008;
Sherwood L, 2009) y al ser una molécula hidrofilica, puede viajar libremente en la sangre
(Barberis C., et al., 1998). AVP puede existir de forma desprotonada, con una carga neta de -
1, o protonada y tener una carga neta de +2.

14
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Sintesis, almacenamiento y liberacién de AVP

La AVP se produce en el hipotdlamo y es transportada, almacenada y eventualmente
secretada en la neurohipdfisis hacia la circulacion sanguinea (Vincent JL, Su F, 2008;
Sherwood L, 2009).

Las neuronas magnocelulares de los ndcleos supradptico (SON) y paraventricular (PVN)
del hipotalamo son células neurosecretoras que almacenan DNA codificante en sus nucleos
para la produccion de AVP (Vincent JL, Su F, 2008; Sherwood L, 2009), luego, el DNA es
traducido a RNA para finalmente ser transcrito en 9 aminoacidos que se pliegan en la
estructura terciaria de la hormona peptidica (Barberis C., et al., 1998). Después de la sintesis,
neurofisinas transportan la molécula de AVP de los cuerpos neuronales en el hipotalamo
hasta la neurohipofisis para su almacenamiento (Vincent JL, Su F, 2008; Sherwood L, 2009)
(figura 3). Conforme la molécula de AVP se mueve por los axones durante su transporte,
madura al llegar a la terminacion de éstos en la hipofisis posterior. (Vincent JL, Su F, 2008;
Sherwood L, 2009). La produccion de AVP esta controlada por mecanismos de
retroalimentacion en el hipotdlamo (Vincent JL, Su F, 2008; Sherwood L, 2009), los cuales
se abordaran mas adelante.

Magnocellular ——" :" NG " ———L—— Parvoceliular
neurons e === neurons

Superior hypophysial aftery ————
Median eminence < |
/

Hypothalamic-hypophysial ——— Vein

portal vesseals

Infarior hypophysial
artery

Vein

/‘ | \
Anterior pitultary Pars intermedia Posterior pitultary

Figura 3. Aspectos Anatdmicos de la Hipofisis. También conocida como pars nervosa o glandula pituitaria,
esta constituida por los I6bulos anterior (o0 adenohipdfisis), medio y posterior (0 neurohipdfisis) y es en este
ultimo en el cual se almacena y libera AVP (de: Koshimizu T, et al., 2012).
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El gen que codifica para la sintesis de AVP esta constituido por tres exones y en el humano

se localiza en el cromosoma 20 (Ridell DC, et al., 1985).

En el ser humano, una pre-prohormona de 168 aminoacidos (Fig. 4) es sintetizada y un
péptido sefial (residuos -23 al -1) garantiza la incorporacion del péptido naciente en los
ribosomas. Durante la sintesis, el péptido sefial es removido para formar la prohormona
vasopresina y translocaciones mediadas por vesiculas, maniobran la prohormona a traves
del reticulo endopladsmico rugoso y a los compartimentos cis-, medial- y trans-Golgi, de
modo que la prohormona emerge incorporada en grandes granulos (0.1 a 0.3 micrones)
confinados en membranas. La prohormona consiste en tres dominios: vasopresina (residuos
1 a 9), neurofisina (residuos 13 a 105) y glucopéptido (residuos 107 a 145). ElI dominio
vasopresina esté unido al dominio neurofisina a través de una sefial de procesamiento GKR;
y el dominio neurofisina esta unido al dominio glucopéptido por una sefial de
procesamiento R. En los granulos secretores, endopeptidasas, exopeptidasas,
monooxigenasas Y liasas actdan de forma secuencial sobre la prohormona a fin de producir
vasopresina, neurofisina (neurofisina Il) y un glucopéptido (copeptina). La sintesis y
transporte de vasopresina depende de la conformacién de la pre-prohormona. De manera
particular, la union de neurofisina a vasopresina es critica para el correcto procesamiento,

transporte y almacenaje de vasopresina (Breslow, 1993) (Fig. 4).

T-1A* V29G* G69S*
| \ 1
2 1 9 13 105 107 145
H,N —| Péptido Sefiall AVP Neurofisina Glucopéptido S U O
G10 K11 RI2 %0 /106

Péptido Sefial

? Carbohidrato

\ Carbohidrato
] o O 13 H OH s © 107 | s ©

H,N- AVP C -NH, H,N Neurofisina C-OH H,N Glucopéptido C -OH

9 1 03 1 39

Figura 4. Escision de la pre-prohormona AVP humana. Procesamiento de los 168 aminoéacidos de la pre-
prohormona 8-AVP humana a: vasopresina, neurofisina y glucopéptido (de: Jackson EK, 2006).
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Mutaciones genéticas tanto en el péptido sefial como en el fragmento de la neurofisina dan
lugar a diabetes insipida (Raymond, 1994) (Fig. 4). Los axones involucrados en el transporte
de los granulos tienen dos destinos, llevan a vasopresina no solo a los clasicos sitios de
almacenamiento en la neurohipdfisis, sino también a la zona externa de la eminencia media,
donde entra a la circulacion portal adenohipofisiaria y desempefia un importante papel
como factor de liberacion de corticotrofina.

La méaxima liberacion de vasopresina ocurre cuando la frecuencia de impulso es de
aproximadamente 12 spikes por segundo, por 20 segundos. Alta frecuencia o largos
periodos de estimulacion conducen a una disminucion en la liberacion de la hormona (por
fatiga). Apropiadamente, la liberacion de vasopresina muestra un patron atipico de
actividad, pico caracterizado por répidas rafagas fasicas (5 a 12 spikes por segundo durante
15 a 60 segundos), separadas por periodos de reposo (15 a 60 segundos) de duracion. Este
modelo es orquestado por la activacion e inactivacion de canales i6nicos en las neuronas

magnocelulares y proporciona la liberacion optima de vasopresina (Leng et al., 1992).

Arginina vasopresina también se sintetiza en el corazon (Hupf et al., 1999) y la glandula
adrenal (Guillon et al., 1998). En el corazén, un elevado estrés en las paredes incrementa la
sintesis de vasopresina varias veces. La sintesis de AVP por el corazon es
predominantemente vascular y perivascular y pudiera contribuir al deterioro de la relajacion
ventricular y la vasoconstriccion coronaria. La sintesis de AVP en la médula adrenal
estimula la secrecion de catecolaminas de las células cromafines y puede promover un

crecimiento cortical adrenal, ademas de que estimula la sintesis de aldosterona.

Un incremento en la osmolaridad del plasma es el principal estimulo fisiol6gico para la
secrecion de AVP, la hipotension/hipovolemia severa también son estimulos poderosos
para la liberacion de AVP (Fig. 5). Ademas, el dolor, las nauseas y la hipoxia estimulan la
secrecion de vasopresina. Diversas hormonas enddgenas asi como agentes farmacol6gicos
pueden también modificar la liberacion de vasopresina (Sklar AH and Schrier R., 1983;
Bourque CW, et al., 1994; Schrier RW, et al., 1979; Robertson GL, et al., 1976).

17



Martha Citlalli Contreras Romo Doctorado en Ciencias Biol6gicas Universidad Auténoma de Aguascalientes
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Figura 5. Regulaciéon de la Homeostasis por AVP. Cambios en la osmolaridad del plasma, volumen y
presion sanguinea, son lo reguladores fisiologicos primarios de AVP (de: Hansen JT, Koeppen BM, 1997).

Regulacion osmotica

La hiperosmolaridad es uno de los estimulos mas potentes para la liberacion de AVP. Es
controlada por la activacion de osmorreceptores periféricos y centrales. Los
osmorreceptores periféricos se encuentran localizados en la vena porta y responden de

manera rapida a los cambios osmolares inducidos por los alimentos y liquidos ingeridos.

Los osmorreceptores centrales se localizan en regiones cerebrales excluidas de la barrera
hematoencefalica y detectan cambios de osmolaridad en margenes muy estrechos. La
activacion de receptores por cambios osmolares induce despolarizacién de las neuronas
magnocelulares de los nucleos supradptico y paraventricular iniciando el proceso de
transporte y liberacion de AVP. La secrecion de AVP es estimulada cuando la osmolaridad

supera los valores normales (300 mosm/L en humanos) (Campbell, Neil A, 1996).

18



Sintesis y Caracterizacion Quimica y Farmacodinamica de Antagonistas no-Peptidicos de los Receptores V1ay V2 de Vasopresina INTRODUCCION

Regulacion hipovolémica

La deplecion de volumen intravascular y la hipotension, estimulan la liberacion de AVP a
través de la activacion de receptores de estiramiento que se encuentran localizados en
auricula izquierda, ventriculos, arco aortico y seno carotideo. Los dos primeros registran los
cambios de volumen y los segundos registran los de presion. La activacion de estos
receptores ademas de la liberacion de AVP, inicia los mecanismos adrenérgicos, liberacion
de renina y modulacion del péptido natriurético auricular con la finalidad de mantener
estabilidad hemodindmica (Thrasher TN, 1994; Wang BC, et al., 1988; Reid IA, 1994).

Regulacion hormonal

Hay una serie de hormonas y mediadores que se liberan en el estado de choque y que
estimulan o inhiben directamente la liberacion de AVP. Los factores liberadores son:
acetilcolina (via receptores nicotinicos), histamina, nicotina, dopamina, prostaglandinas y
angiotensina Il. La hipoxemia y la hipercapnia a través de la estimulacion de

quimiorreceptores localizados en el cuerpo carotideo son potentes liberadores de AVP.

Los inhibidores descritos hasta el momento son: opioides, acido gamma-amininobutirico,
péptido natriurético auricular. EI 6xido nitrico (ON) es mediador de vasodilatacion e
hipotensién en choque séptico, ademas tiene la capacidad de inhibir la liberacion de AVP
via AMPc (Reid IA, 1994). La norepinefrina (NE) tiene accion bifasica porque a través de
receptores o 0 o, inhibe o estimula la secrecion de AVP (Day TA, et al., 1985; Randle JC, et

al., 1986).

Regulacion no osmatica

Dentro de ésta se incluyen al dolor, la nausea, la acidosis y el estrés emocional. La nausea
puede incrementar los niveles de AVP, de 20 a 500 veces, y contribuye a la elevacion de
ésta durante reacciones vasovagales, vértigo de movimiento, hiperémesis del embarazo,

quimioterapia y cetoacidosis (Kovacs L, Robertson GL, 1992).
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Metabolismo, Receptores y Vias de Sefializacion
Metabolismo

Los niveles séricos normales de AVP en estado de hidratacion adecuada son < 4 pg/mL,
mientras que la deprivacion de agua y el incremento de la osmolaridad plasmaética se
asocian a niveles de 10 pg/mL. La concentracion maxima de orina se logra con niveles de
AVP de 20 pg/mL. Su vida media es de 10 a 35 minutos y es metabolizada por
vasopresinasas en higado y rifién (Share L, et al., 1985). Los efectos fisiologicos de AVP se

evidencian al interactuar con sus receptores especificos.

Receptores de Vasopresina (AVPR)

En un inicio, los AVPR fueron clasificados s6lo como V1 y V2, esta clasificacion, hecha
originalmente por Michell, et al. en 1979, estuvo basada en su via de sefalizacion:
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc)-independiente (AVPR1A) y AMPc-
dependiente (AVPR2). El subtipo V1, se localiza en células del musculo liso vascular,
cardiomiocitos, hepatocitos y plaquetas (Thibonnier M, Roberts JM, 1985; Phillips, et al., 1990;
Howl, et al., 1991; Serradeil-Le Gal, et al., 1995), siendo la vasoconstriccion su funcion mas
importante. Los receptores V2 (AVPR2) se encuentran en el rifion (Guillon, et al., 1982; Jans,

etal., 1989), y son responsables de la reabsorcién de agua en los tbulos renales.

Mas tarde, se descubrié un tercer subtipo de AVPR, el V3, mejor conocido como receptor
V1B (AVPR1B); se localiza en los corticotrofos de la adenohipofisis, la medula adrenal y
en las células-p pancreéticas (Jard, et al., 1986; Lee, et al., 1995; Grazzini, et al., 1996) donde

estimula la secrecion de hormonas y mediadores tal como ACTH, insulina y $-endorfina.

Existe evidencia de que no solo vasopresina es capaz de interactuar sobre sus receptores.
Oxitocina indujo contracciones tonicas en tejido eréctil (cuerpo esponjoso y cavernoso) y
eyaculatorio (conducto prostatico, uretra, vejiga y cuello eyaculatorio), el efecto contractil
de oxitocina en tejido eréctil y eyaculatorio de rata y conejo es mediado via AVPR1A
(Gupta J, et al., 2008).
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En 2012, Ocampo DD, y colaboradores reportan un arbol filogenético el cual identifica
cinco diferentes subtipos de receptores gnathostome ancestrales en la familia de receptores
OT/AVP: AVPR1A, AVPR1B, AVPR2A, AVPR2B y OTR. La existencia de distintos
subtipos del AVPR2 no habia sido previamente reconocida, sin embargo, ellos encontraron
estos subtipos en genomas de teledsteos, asi como en rana y lagarto y concluyen que el
subtipo AVPR2A es del tipo de receptores AVPR2 ort6logos de mamiferos, mientras que
el subtipo AVPR2B es del tipo de receptores AVPR2 ortélogos de aves. Adicional a lo
anterior, reportan un maximo de ocho miembros del mismo receptor en algunos peces
teledsteros que han adquirido genes duplicados, por lo que abren interesantes vias de
investigacion con respecto a funciones como la regulacion del balance hidrico, la
reproduccion y el comportamiento en reptiles, anfibios, peces teledsteros y peces

cartilaginosos (Ocampo DD et al., 2012).

En la Fig. 6 se encuentra la distribucion de los AVPR que han sido caracterizados en el ser

humano.

Liberacion de
AVP en la neurohipofisis

Liberacion de ACTHenla
adenohipofisis (V1B)

Hipertrofia de miocitos (V1A)

Glucogenolisis (V1A) ( Sangre:

{
| ' Agregacion plaquetana (V1A)
Visosshginos ’ [ Liberacion del factor Von
> 3 | b "

Vasoconstriccion (\'IA)}/ //‘ ( k \ Willebrand (V2)

e N T
Vasodilatacién (V2) '/ / \ Retencion de agua (V2)

Figura 6. Distribucion de los AVPR en el ser humano. (de: Ferguson JW et al., 2003).

AVPR esta también presente en la superficie de células del sistema inmune, aparentemente
del subtipo V1, similares a los encontrados en hepatocitos ya que median la movilizacion
de calcio intracelular. (Fishman JB, et al., 1987). El acido presindico (estructura de 6 amino
acidos que forma el anillo de AVP) parece ser critico para que se manifieste la sefal
cooperadora de AVP; mientras que las clasicas funciones antidiuréticas y vasopresoras de
AVP requieren los 3 amino acidos C-terminales ademés del anillo de &cido presinoico

(Manning M, et al., 1984), esto sugiere un nuevo tipo de AVPR en los linfocitos.

21



Martha Citlalli Contreras Romo Doctorado en Ciencias Biol6gicas Universidad Auténoma de Aguascalientes

Fisiolégicamente, AVP (10 - 10 M) ha mostrado facilitar la produccién de interferén y
(y-IFN) remplazando la interlucina-2 (IL-2) como sefial colaboradora en esplenocitos
murinos (Johnson HM and Torres BA; 1988); respuesta que puede ser blogueada por el
antagonista V1: [d(CH2)1/5 Tyr-(Me)]JAVP pero no por otros antagonistas V1 como
[d(CH,)1/5D Tyr(Et*Val*)JAVP ni por antagonistas V2 (Johnson HM and Torres BA; 1988)
hecho que sugiere un nuevo tipo de AVPR1 en los inmunocitos. Otros dos estudios
independientes han reportado la presencia de AVPR en células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) (Elands J, et al., 1990; Bell J, et al., 1993). Por otro lado, la presencia de
AVP y péptidos relacionados en el timo ha permitido especular a cerca de su papel en la

educacion y diferenciacion de las células-T (Robert F and Geenen V, 1992).

Receptor de arginina vasopresina 1A (AVPR1A)

El cDNA para el AVPR1A humano esta formado por 1472 bp que codifican para una
proteina de 418 amino acidos, con una homologia de 36 % con el AVPR2 y 45 % con el
OTR.

El AVPR1A es del tipo de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) con 7 dominios
transmembrana acoplado a proteinas de unién Gg. Al activarse, Guanidin trifosfato (GTP)
es hidrolizado a guanidin difosfato (GDP), entonces la proteina Gqg se disocia en sus
subunidades Gqq Y g,- La subunidad G, estimula la actividad de la fosfolipasa C (PLC) que
cataliza la hidrélisis de fosfatidilinisitol-4,5-bifosfato (PIP,) en diacilglicerol (DAG) e
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) (Fig. 7). DAG se asocia a la membrana plasmatica mientras
que el IP3 estimula a sus receptores localizados en la membrana del reticulo endoplasmico y
mediante un mecanismo de retroalimentacién positiva estimulan la liberacion de Ca?*
intracelular (i[Ca?*]) (Birnbaumer, M, 2000).

Estos segundos mensajeros facilitan las interacciones actina-miosina mediante el aumento
en lai[Ca’*] y a través de diversos mecanismos que incluyen: Canales de Ca®* operados por
receptores, canales de Ca®* dependientes de voltaje y a través de la proteina cinasa C (PKC)
(Gupte J, et al., 2004; Bichet DG, 1996; Holmes CL, et al., 2003; Bankir L, 2001).
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Figura 7. Via de sefalizacion del AVPRI1A. (http://www.unpopularmedicine.com/Physiology/Fluids%20and
9%20electrolytes/Fluids/\/1%20vasopressin%_20receptor%20intracellular%20signalling%20pathway.html 18 Sept 2012).

Tampoco es sorprendente el hecho de que AVP sea capaz de reducir la respuesta de los
AVPR. La desensibilizacién de los receptores ha sido observada en células transfectadas
mediante el estudio de la disponibilidad de los genes que codifican para los receptores.

La desensibilizacién del AVPR1A es muy rapida e involucra el secuestro de los receptores
dentro de la célula. La desensibilizacion se dispara por un agonista llamado angiotensina I1.
Por su accién vasopresora, angiotensina Il aumenta la presion arterial y disminuye la
pérdida de fluidos mediante la restriccion del flujo sanguineo, esto promueve la
fosforilacion del AVPR1A catalizada por proteinas G acopladas a PKC, asi, después de ser
expuestos a AVP, los fosfatos son removidos rapidamente y el receptor ya no esta presente
en la superficie de la célula, dejando al receptor desensibilizado. El ligando es removido y

el AVPR1A regresa a la superficie listo para recibir otra sefial (Birnbaumer M, 2000).
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Receptor de arginina vasopresina 1B (AVPR1B)

El AVPR1B corresponde a una proteina de 424 amino &cidos, y al igual que el AVPR1A,
se encuentra acoplado a una proteina Gq la cual activa a la PLC y a la via de sefializacion
del PIP, que tiene al i[Ca®*] como segundo mensajero (Bichet DG, 1996; Bankir L, 2001).

La Fig. 8 muestra que tanto AVP como AVPR1B se encuentran ampliamente distribuidos

en areas que procesan emocion (nucleos de la amigdala), la respuesta al estrés (ndcleos
hipotalamicos) y areas cognitivas (nucleos del hipocampo y éareas corticales) (Griebel G and
Holsboer F, 2012).

BV, receptor
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Figura 8. Vasopresina y sus receptores en diferentes regiones del cerebro de rata. La figura muestra que
vasopresina y su receptor (receptor V1B) se encuentran ampliamente distribuidos en éareas que procesan
emocion (nucleos de la amigdala), la respuesta al estrés (ntcleos hipotalamicos) y/o areas cognitivas (ndcleos
del hipocampo y areas corticales). CinCx, corteza cingulada, PVN, nucleo paraventricular del hipotalamo;
ParCx, corteza parietal; FrCx, corteza frontal, CA1, campo CA1 del hipocampo, LS, septum lateral, DG, giro
dentado; Hab, medial habenula; THN, ndcleo taldmico; SFO , drgano subfornical, TSN, nucleo septal
triangular; BNST, cama n(cleo de la stria terminalis, CPU, putamen caudado, tt, taenia tecta, Acc, ndcleo
accumbens; SFN, nicleo septofimbrial, DBB, banda diagonal de Broca; Ovasc, organum vasculosum lamina
terminalis; FSTR, fondo striati; MFB, haz medial del cerebro anterior; SON ndcleo supradptico del
hipotalamo; Cea, amigdala central, SCN, nicleo supraquiasmatico, MEA, amigdala mediana, PHN, ndcleo
hipotalamico posterior; MMN, nucleo medial mamilar, ME, eminencia mediana, PVN, nucleo paraventricular
del hipotélamo; Pit, hipdfisis anterior, TB, cuerpo trapezoide; VCN, nucleo coclear ventral; STN, nucleo del
tracto solitario, LC, locus coeruleus. (Griebel G and Holsboer F, 2012).

24



Sintesis y Caracterizacion Quimica y Farmacodindmica de Antagonistas no-Peptidicos de los Receptores V1ay V2 de Vasopresina INTRODUCCION

Receptor de arginina vasopresina 2 (AVPR2)

El AVPR2 es una proteina de 41 kDa de 371 residuos con 7 dominios transmembrana.
AVP se une al AVPR2 en la membrana basolateral de las células principales del tubulo
colector del rifidn. La transduccion de sefiales da inicio con la activacion de la enzima
adenilato ciclasa (AC) via estimulacion de proteinas Gs, incremento de los niveles de
AMPc vy la activacion de la proteina cinasa A (PKA) (Fig. 9). Subsecuentemente, canales
de agua del tipo acuaporinas 2 (AQP2) son fosforiladas y translocadas en la membrana
apical haciendo esta membrana permeable al agua (Fushimi K, et al., 1997; Nielsen S, et al.,
1995; Nielsen S, et al., 1993; VVan Balkom BWM, et al., 2002).
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Figura 9. Via de sefializacién del AVPR2. (de: http://www.unpopularmedicine.com/html/Physiology/ Fluids
20and%20electrolytes/Fluids/images/v2%20receptor%20intracellular%20signalling%20pathway.JPG 18 Sept 2012).
Debido al incremento en la permeabilidad, el agua es capaz de pasar la membrana apical de
forma pasiva, a través de las AQP2 y por gradiente osmotico de NaCl y urea pasa a traves
de las AQP3 y AQP4 que se expresan de manera constitutiva en el lado basolateral de las
células. Cuando se establece la isotonicidad, la reduccion de los niveles sanguineos de AVP
resulta en la internalizacion de las AQP2, dejando la membrana apical nuevamente
impermeable (Nielsen S, et al., 1995; Nielsen S, et al., 1993).
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Agonistas de AVP

Con la llegada de nuevas técnicas de sintesis en fase-solida, muchos andlogos a vasopresina
fueron sintetizados con el objetivo de incrementar el tiempo de accién y/o la selectividad de
los AVPR, entre ellos: [Phe? 1le®, Om®]JAVP: agonista selectivo de los AVPRIA;
Deamino[D-3-(3"-pyridyl)-Ala’]JAVP: agonista selectivo de los AVPR1B; Desmopresina
(DDAVP), [deamino[Val*, D-Arg}]JAVP y deamino-Cys', D-Arg®]-Vasopressin: agonistas
selectivos de los AVPR2,

En 1967, Zaoral y colaboradores reportaron la sintesis de desmopresina (1-deamino-8-D-
arginina vasopresina, DDAVP). La desaminacién en la posicion 1 incrementa su tiempo de
vida media ademas de su actividad antidiurética, sin afectar su efecto vasopresor. La
sustitucién de D-arginina por L-arginina reduce ampliamente el efecto vasopresor sin
reducir la actividad antidiurética. Asi, la relacion efecto antidiurético-vasopresor para
desmopresina es de aproximadamente 3000 veces mas grande que para AVP, razon por la
cual desmopresina es el farmaco de eleccion para el tratamiento de diabetes insipida central
(Robinson, 1976).

Sustituyendo valina por glutamina en la posicion 4, se incrementa ademas la selectividad
por el efecto antidiurético, entonces la relacion efecto antidiurético-vasopresor para

desamino[Val4,D-Arg8]AVP es de aproximadamente 11,000 veces mayor que para AVP.

El incrementar la selectividad por los AVPR1A ha sido mucho mas dificil que
incrementarla para los AVPR2 (Thibonnier, 1990).
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Antagonistas de AVP

La determinacién rutinaria en el laboratorio clinico del sodio en suero se remonta a la
década de los cincuenta. Poco después, se sugirié que la mayor parte de los casos de
hiponatremia eran producidos a consecuencia del aumento de AVP en plasma (Gross P, et
al., 1987).

Dado el presumible papel patogenético de la AVP rapidamente se pensé en la posibilidad
de desarrollar farmacos que antagonizaran tanto el efecto presor como el antidiurético de

esta hormona (Zerbe R, et al., 1980).

Los antagonistas estudiados en aquel momento fueron analogos peptidicos derivados de
agonistas selectivos V2, como la desmopresina (DDAVP). Sin embargo, las caracteristicas
peptidicas de estos compuestos con una corta vida media bioldgica, daban lugar a una
biodisponibilidad oral reducida y una mala penetracion en el sistema nervioso central
(SNC), lo que obligaba a la administracion parenteral, ademas de observarse un débil efecto
agonistico intrinseco sobre los AVPR2 (Manning M and Sawyer WH, 1985; Manning M and
Sawyer WH. 1991).

Debido a todo ello, el uso de estos farmacos se abandoné y no fue hasta inicios de la década
de los noventa en que se dio inicio a la investigacion de sustancias no peptidicas. OPC-
31260 fue el primer antagonista no peptidico, caracterizado a principios de la década de los
noventa (Yamamura Y, et al., 1992; Ohnishi A, et al., 1993). Estos farmacos, ahora conocidos
con el nombre genérico de vaptanes (del inglés: vasopressin antagonists), poseen una
mayor disponibilidad y una vida media mas prolongada. Ejemplo de ellos son: mozavaptan,
lixivaptan, satavaptan, tolvaptan y conivaptan (Verbalis JG, et al., 2007), todos derivados
benzoazepinicos o derivados oxindoles (Serradeil-Le Gal G, et al., 1993; Serradeil-LeGal C, et
al., 1996; Matsuhisa A, et al., 1997; Tahara A, et al., 1997; Serradeil-Le Gal C, et al., 2002).

La diferencia mas importante entre ellos reside en la afinidad heterogénea por los diferentes
subtipos de AVPR (Bolignano D, et al., 2007).
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Antagonistas Peptidicos de AVP

Después de la sintesis de AVP a finales de los 50’s, por du Vigneaud y colaboradores,
numerosos antagonistas a los AVPR han sido sintetizados (Lazl6 FA, et al., 1991; Manning M,
et al., 1993), incluyendo péptidos tanto ciclicos como lineares. [1-(B-mercapto-p,B-
cyclopentamethyleneproprionic acid),2-O-methyltyrosine] Arginine Vasopressin, conocido
como d(CH2)5[Tyr(Me)2]AVP, posee mayor afinidad por los AVPR1A (Manning and
Sawyer, 1989). Ningun antagonista peptidico a los AVPR1B ha sido reportado, porque
aunque [1-deaminopenicillamine,2-O-methyltyrosine]arginine vasopressin (conocido como
dP[Tyr(Me)2]JAVP) es un potente antagonista a los AVPR1B y ha mostrado tener una
ligera afinidad por los AVPR2 ademas de bloquear también a los AVPR1A.

Los antagonistas peptidicos de los AVPR hasta ahora conocidos, poseen disponibilidad oral
limitada y la potencia de los antagonistas peptidicos de los AVPR2 es dependiente de la
especie. Ademas, una infusion prolongada de antagonistas peptidicos a los AVPR2 parece
expresar un significativo efecto agonista (Kinter, et al., 1993).

Antagonistas No-Peptidicos de AVP (Vaptanes).

Un gran avance en el desarrollo de antagonistas a los AVPR se hizo con el descubrimiento
de los primeros antagonistas no-peptidicos de AVP, OPC-21268 (AVPR1A-selectivo)
(Yamamura Y, et al., 1991; Ogawa H, et al., 1993) y OPC-31260 (AVPR2-selectivo)
(Yamamura Y, et al., 1992; Ogawa H, et al., 1996). OPC-31260 (mozavaptan) es activo via
oral. Numerosos estudios de estructura-actividad han sido llevados a cabo a partir de estas
estructura, trabajos que establecieron un motivo clave o farmaco6foro para los antagonistas
no-peptidicos de los AVPR, el 1-(4-benzamidobenzoyl)benzoazepina (Kondo K, et al., 1999)
(Fig. 10). Las diferencias en selectividad a los diferentes AVPR, potencia, eficacia y
efectos adversos, entre otros, se debe basicamente a los grupos funcionales de cada uno de
ellos. Pasos adicionales fueron hechos a finales de 1990 por investigadores de
Lederle/Wyeth (Albright JD, et al., 1998; Aranapakam V, et al., 1999; Aranapakam V, et al.,
1999; Albright JD, et al., 2000; Ashwell MA, et al., 2000) y Yamanouchi (Norman P, et al., 2000;
Matsuhisa A, et al., 2000; Shimada Y, et al., 2000; Matsuhisa A, et al., 1999).
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Figura 10. 1-(4-benzamidobenzoyl)benzazepina. Numerosos estudios de estructura-actividad han sido
llevados a cabo a partir de estas estructura, trabajos que establecieron un motivo clave o farmacéforo para los
antagonistas no-peptidicos de los AVPR.

En este momento, varias series tipo-benzoazepina han sido descritos en la literatura
cientifica, incluyendo algunos de Johnson & Johnson. Algunos compuestos de especial
interés son los antagonistas selectivos a los AVPR2, tolvaptan (OPC-41061) y lixivaptan
(VPA-985), ademas del antagonista a los AVPR 1A/2 conivaptan (YM-087) (Fig. 11), de

los cuales, sus investigaciones han avanzado a fase Il o Il de ensayos clinicos.

Otras contribuciones importantes han sido hechas por investigadores de Sanofi-Synthelabo,
quienes han reportado antagonistas a los AVPR 1A, 1B y 2, de interés clinico y con
motivos estructurales muy diferentes: indolina prolinamidas como el SR-49059
(relcovaptan, AVPR1A-selectivo), SSR-149415 (AVPR1B-selectivo) y espiroindolinonas,
tal como SR-121463A (AVPR2-selectivo).
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Figura 11. 1: Mozavaptan, 2: Tolvaptan, 3: Lixivaptan, 4: conivaptan. Todos ellos con 1-(4-
benzamidobenzoyl)benzazepina en su estructura.

De todos los antagonistas no-peptidicos de AVP, son pocos los que a la fecha han sido
aprobados por la FDA para ensayos clinicos y ain son menos aquellos que ya han salido a

la venta. A continuacion se enlistan algunos:
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Conivaptan

Comercializado por Astellas Pharma Inc. Bajo el nombre de Vaprisol®, Conivaptan
(YMO087) inhibe 2 de los 3 subtipos de AVPR, el AVPR1A y el AVPR2. Conivaptan fue
aprobado por la FDA en 2004 para el tratamiento de la hiponatremia causada por el
sindrome de secrecion inapropiada de la hormona antidiurética (SIADH), aunque existe
evidencia de que puede ser efectivo en casos de insuficiencia cardiaca congestiva (Udelson
JE, et al., 2001).

Dentro de sus principales desventajas, se encuentran los efectos adversos que ya han sido
reportados (Annane D, et al., 2009) y de los que sobresalen: infecciones del tracto urinario,
anemia, pirexia, falla cardiaca, hipocalemia, dolor de cabeza, nausea, constipacion, e
hipotensién. Una desventaja mas, es que su administracion es unicamente intravenosa (i.v.)
e intrahospitalaria, hecho que incrementa el costo y cumplimiento de un tratamiento con

Conivaptan.

En el aflo 2000, Matsuhisa y colaboradores reportaron la sintesis original de Conivaptan
con un rendimiento general del 5 % lo cual resultaba en elevados costos de produccion
(Matsuhisa A, et al., 2000). En 2004, Tsunoda T y colaboradores analizan la retro-sintesis y
proponen que una imidazobenzoazepina N-sustituida sea el intermediario clave en la
sintesis del compuesto (Tsunoda T, et al., 2004) (Fig. 12). La nueva via de sintesis
incrementa el rendimiento en mas del 150 % respecto al rendimiento de la via de sintesis

original.
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Figura 12. Via de Sintesis de Conivaptan. Reactivos: i, p-TosCl, pyridine; ii, 4-chlorobutanonitrile, K,COs,
Kl, 2-butanone; iii, t-BuOK, DMF; iv, AcOH, HCI; v, piridimium hidrobromide perbromide, CHCls;; vi,
ethanimidamide monohydrochloride, K,CO3;, CHCls; vii, H,SO,, AcOH; viii, 4-nitrobenzoyl chloride, DMF,
pyridine monohydrochloride; ix, H,, Raney niquel, MeOH; x, biphenyl-2-carboxylic acid, oxalyl chloride,
DMF, CH,Cl,, MeCN, pyridine, HCI-AcOEt, (de: Tsunoda T, et al., 2004).
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Mozavaptan

Agonista selectivo de los AVPR2, Mozavaptan fue desarrollado por los laboratorios Otsuka
y es comercializado bajo el nombre de Physuline®. Mozavaptan (OPC-31260) fue
aprobado por la FDA en Octubre del 2006 para el tratamiento de hiponatraemia causada por
SIADH (Ectopic ADH Syndrome Therapeutic Research Group, et al., 2011).

En 1996, Ogawa H y colaboradores publican una via de sintesis para Mozavaptan (Fig. 13),
la cual consiste en una reductocondesacion de 1-tosyl-2,3,4,5-tetrahydro-1-benzoazepin-5-
one (1) con metilamina y NaBH4 para formar N-(1-tosyl-2,3,4,5-tetrahydro-1-benzoazepin-
5-yI)-N-methilamina (I1), el cual se metila con formaldehido y sodio cianoborohidrico para
formar N-(1-tosyl-2,3,4,5-tetrahydro-1-benzoazepin-5-yl)-N,N-dimetilamina  (Ill). La
hidrolisis de (111) con acido polifosforico, formando: N-(2,3,4,5-tetrahydro-1-benzazepin-5-
yl)-N,N-dimethylamine (IV) es acetilado con cloruro de 4-nitrobenzoilo para formar el
derivado benzoyl (VI). La reduccion del grupo nitro de (VI) con H, y Pd/C prove el
derivado 4-aminobenzoyl (VII), el cual, finalmente es acilado con cloruro de 2-

methylbenzoyl por medio de trietilamina en diclorometano (Ogawa H, et al., 1996).
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Figura 13. Via de sintesis de Mozavaptan. (de: Ogawa H, et al., 1996).
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Tolvaptan

Inicialmente nombrado OPC-41061, Tolvaptan es un antagonista competitivo de los
AVPR?2 utilizado para el tratamiento de hiponatraemia asiciada con insuficiencia cardiaca,
cirrosis y SIADH. Tolvaptan fue aprobado por la EMEA y la FDA en Mayo del 2009. Es
comercializado por Otsuka Pharmaceutical Co. Bajo el nombre de Samsca®, y en India por

MSN laboratorios LTD bajo el nombre Tolvat & Tolsama®. (Shoaf S, et al., 2005).

La figura 14 muestra a via de sintesis de Tolvaptan propuesta en 1999 por Kondo y
colaboradores (Kondo K, et al., 1999).
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Figura 14. Via de sintesis de Tolvaptan. (de: Kondo K, et al., 1999).
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Satavaptan

Desarrollado por Sanofi-Aventis, su aprobacion para su uso en el tratamiento de la
hiponatraemia y ascitis bajo el nombre tentativo de Aquilda®, se encuentra bajo revision en
la Union Europea. Satavaptan (SR121463) es un antagonista selectivo de los AVPR2.
(Soupart A, et al., 2006; Gines P, et al., 2008).
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Figura 15. Via de sintesis de Satavaptan. (de: Di Malta A, et al., 1998).
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La reduccién de dietil 3-(metoxymetoxy)glutarato (1) con LiAIH; en THF da 3-
(metoxymetoxy)pentano-1,5-diol (1), el cual es tratado con Ts-OH y TEA en THF para
producir el disulfonato (I11). La condensacion de (111) con 5-etoxyindolina-2-ona (IV) con
tBu-OK en THF produce el compuesto spiro (V), el cual se desprotege con HCI en metanol
y asi producir alcohol spiranico (V). La oxidacion de (V1) con clorocromato de piridinium
(PCC) y Al,O3 provee el spiranico cyclohexanona (VII), el cual es tratado con 2-
chloroetanol (VI11) y Ms-OH en tolueno para dar el ketal (IX). La reaccién de (IX) con zinc
borohidrico y cloruro de trimetylsilyl en etil eter/diclorometano forma el derivado 2-
cloroetoxy (X), el cual es condensado con cloruro de 4-(N-tert-butylcarbamoyl)-2-
methoxybenzenesulfonylo (XI) con tBu-OK en THF y asi formar el aducto (XII).
Finalmente, el compuesto es obtenido por condensacion de (XII) con morfolina (XIII) por
medio de Nal en DMF, seguido de un tratamiento con acido fumarico (Di Malta A, et al.,
1998) (Fig. 15).

Lixivaptan

Desarrollado por Cardiokine, Inc, Lixivaptan (VPA-985) es un antagonista selectivo de los
AVPR2. Actualmente se encuentra en fase Ill de investigacion clinica para el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares, incluyendo hiponatremia e hiponatremia concomitante

con insuficiencia cardiaca (Albright JD, et al., 1998).

La acilacion del acido 4-amino-2-clorobenzéico metil éster (V1) con cloruro de 5-fluoro-2-
metilbenzoylo (VI) forma una amida (VIII), la cual es hidrolizada a éster formando su
acido correspondiente (IX). La reaccién de (1X) con SOCI, forma el cloruro de acilo (X), el
cual es finalmente condensado con la pyrrolobenzodiazepina (1) (obtenida de la reducto-
ciclacion de 1-(2-nitrobenzyl)pyrrol-2-carbaldehido (1)) y asi formar el lixivaptan (Albright
JD, et al., 1998) (Fig. 16).
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Figura 16. Via de Sintesis de Lixivaptan. (de: Albright JD, et al., 1998).
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Investigacion y Desarrollo de Antagonistas de los AVPR en México.

Una fuerte linea de investigacion en nuestro laboratorio de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, México, es el papel de AVP en la incidencia y severidad de la
encefalomielitis experimental autoinmune (EAE). Resultados previos indican que AVP
tiene un papel clave en el desarrollo e incidencia de la enfermedad (Quintanar-Stephano A, et
al., 2004; Quintanar-Stephano A, et al., 2005; Campos-Rodriguez R, et al., 2006; Berczi I, et al.,
2009; Quintanar-Stephano A, et al., 2010; Quintanar JL, et al., 2011; Quintanar-Stephano A, et al.,
2012); por lo que se hace indispensable el uso de antagonistas a AVP.

Al inicio de mi trabajo de tesis, se tenian resultados de antagonistas peptidicos de AVP en
la EAE, sin embargo, como se mencionod antes, una infusion prolongada de antagonistas
peptidicos a los AVPR parece expresar un significativo efecto agonista (Kinter, et al., 1993).
Por otro lado, en esa época y hasta la fecha ninguno de los vaptanes esta en el mercado
Mexicano y nos ha sido practicamente imposible adquirirlos en sus paises de origen,

ademas de que por ser un medicamento nuevo, el costo de ellos es elevado.

Por otro lado, se ha trabajando en colaboracion con estudiantes e investigadores de la
Escuela Superior de Medicina (ESM) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) dirigidos por
el Dr. José Correa Basurto, donde se han sintetizado ya varios compuestos quimicos que
guardan semejanzas estructurales a la familia de los vaptanes. El primero en ser evaluado
fue un compuesto nombrado: POLI-1 (32-Acetoxi-5H-pirrolo(1,2-a)(3,1)benzoxazin-1,5-
(3aH)-diona (Fig. 17). POLI-1 es un derivado del acido antranilico cuya sintesis ha sido

previamente reportada (Corea-Basurto J, et al., 2006).

POLI-1 inhibi6 de manera significativa la glucogendlisis, sugiriendo con esto el bloqueo de
los AVPR1A (Reyes MC, 2009).

Mas tarde, otro derivado del acido antranilico: 4-(2’-carboxifenilamino)-4-oxo(Z)-2-acido

butendico bloqued en un 20% la respuesta vasopresora (Rosendo-Villalobos A, 2009).
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Figura 17. POLI-1. Efectos de la exposicion aguda al DMSO (100 pl/rata) y diferentes dosis de POLI-I (4, 8
y 16 mg/kg de p.c.) sobre la concentracion de glucégeno hepéatico (mg de gluc6geno/100 mg de tejido
himedo). Cada valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. Para fines de comparacion, un grupo
CONTROL INTACTO fue incluido en el estudio; (Reyes, 2009).

Tanto POLI-1 como C1 tienen en su estructura un grupo aril-amida, grupo caracteristico de
los vaptanes. En este trabajo se pretende explorar el grupo benzoazepina, otro de los grupos

funcionales caracteristicos de los vaptanes (Fig. 18).
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Figura 18. Grupos Benzoazepina y Arilamida.

Estudios tedricos como el acoplamiento molecular (molecular docking) y el modelado
molecular son herramientas muy Utiles para darnos una idea del modo de union de un
ligando a su receptor (Soriano-Urstia MA, et al., 2010), por lo cual, pueden ser aplicadas al
disefio de nuevos farmacos. Adicionalmente, el empleo conjunto de un analisis cuantitativo
de relacion estructura-actividad (QSAR por sus siglas en ingles) y un estudios de docking
han probado ser de mayor utilidad en el estudio del modo de unidén de ligandos
estructuralmente relacionados, que conservan un grupo farmacéforo en comin (Ramirez-
Galicia G, et al., 2012), permitiendo asi explicar a detalle el proceso de reconocimiento del

ligando.
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Patologias Relacionadas a AVP

Enfermedades directamente relacionadas a vasopresina son poco comunes, sin embargo,
desde un punto de vista enddcrino, pueden ser divididas en condiciones debidas a un

aumento o una disminucion en la secrecion de AVP (Reichlin S, 1984):
Diabetes Insipida

La diabetes insipida se debe a una deficiencia de vasopresina y clinicamente se caracteriza
por poliuria y polidipsia (Lester MC and Nelson PB, 1981). La diabetes insipida se puede
desarrollar en pacientes con lesiones organicas del hipotdlamo, tallo hipofisial o
neurohipdfisis que interfieren con la sintesis, transporte y/o liberacion de AVP. La
destruccion del 16bulo posterior de la pituitaria, resulta en poliuria y polidipsia solo ligera o

moderadamente temporal (Green JR, et al., 1967).
Sindrome de Secrecion Inapropiada de ADH (SIADH)

También conocido como sindrome Schwartz-Bartter, el SIADH se caracteriza por
importantes pérdidas renales de sodio e hiponatremia debidas a una secrecion excesiva de
AVP en la neurohipdfisis 0 a una produccién ectépica de neoplasmas extrahipofisiales (De
Troyer A and Demanet JC, 1976).

La sintesis ectopica de AVP, aparentemente esta asociada con algunos tumores malignos,
principalmente carcinoma broncogénico. Sin embargo, algunos pacientes que cursan con
SIADH no desarrollan tumores, apoyando la hipdtesis de que AVP es liberada en exceso
desde la neurohipofisis. Otras enfermedades pueden estar acompafiadas con una liberacién
excesiva de AVP, tal como meningitis, mixedema o lesiones cerebrales. Alteraciones
morfologicas en el hipotalamo, tallo hipotalamico y neurohipofisis de pacientes con
SIADH y no-neoplasma deben aun ser dilucidados (Reichlin S, 1984).

Sin embargo, la hiponatremia hipervolémica, cirrosis hepatica, ascitis, insuficiencia
cardiaca, e incluso esclerosis multiple, son trastornos relacionados a un desbalance
electrolitico y/o a un aumento excesivo en la retencion de liquidos corporales y en los

cuales, agentes acuaréticos son parte indispensable en su tratamiento.
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Herramientas Utilizadas en el Disefio Racional de FArmacos

En afios pasados, el descubrimiento de un nuevo farmaco era dirigido por el azar; en la
actualidad, los avances en el campo de la biologia molecular junto con el desarrollo de
técnicas computacionales enfocadas al analisis de estructuras quimicas, permiten el disefio

racional de nuevas sustancias terapéuticas.

Hace unos cien afios, Emil Fischer (1852-1919) y Paul Ehrlich (1854-1915), quimico aquél
y médico éste, propusieron, sin previo acuerdo mutuo, mecanismos moleculares para
explicar las interacciones entre determinadas sustancias y las estructuras bioldgicas del
organismo. Fischer utilizé el simil de "la llave y la cerradura”, en tanto que Ehrlich sugeria
la idea de “la bala magica” como modelo para la moderna investigacion farmacologica.
Esta bala llevaria el medicamento hasta el foco de la enfermedad, sin dafar los tejidos
sanos. El principio de la toxicidad selectiva implica, por su parte, un reconocimiento

especifico como el propuesto por Fischer (Folkers G y Kubibyi H, 1997).

El disefio racional de farmacos, es un proceso inventivo para encontrar nuevos
medicamentos basandose en el conocimiento del objetivo bioldgico. Estos farmacos,
generalmente son pequefias moléculas organicas que van a activar o inhibir la funcion de
biomoléculas (tal como proteinas) y esto da como resultado un beneficio terapéutico para el
paciente. En el sentido mas basico, el disefio de farmacos involucra la construccion de una
estructura quimica que sera complementaria en carga y forma al blanco biomolecular de tal

forma que se pueda unir (Escalona AJC y cols., 2008).

En la actualidad existen numerosos métodos experimentales para determinar la estructura
molecular de una sustancia; no obstante, el desarrollo alcanzado por la computacion y la
quimica computacional ha propiciado la generacion de sistemas que permiten calcular su
geometria y su energia molecular. Estos sistemas son capaces de generar datos con una
amplia aplicacion en la investigacion experimental, tanto para la interpretacion de los
resultados obtenidos y la planificacién de nuevos, asi como para deducir informacion no

asequible experimentalmente.
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Modelado Molecular (métodos de célculo).

En principio, se pueden considerar 3 tipos de métodos tedricos de célculo para la obtencion
de la geometria de una molécula: los métodos ab initio, los semi-empiricos y los de
mecénica molecular. La eleccién de uno u otro depende fundamentalmente del tamafio de la
molécula, la naturaleza del problema planteado y del tiempo de calculo requerido (Morris
GM, et al., 1998).

Figura 19. Modelizacion Molecular. Se refiere al calculo de propiedades fisicas (energia, momento dipolar,
etc.) y quimicas (reactividad) de los compuestos quimicos mediante la utilizacion de diferentes métodos
tedricos (Mecanica Molecular, métodos semiempiricos, calculos ab initio, métodos del funcional de densidad)
(de: www.unizar.es/icma/depart/images/amc_2.png Mayo 2010).

En el caso de la mecénica molecular, aunque es el menos exacto de todos, requiere de
menos tiempo de calculo con respecto a los semiempiricos y ab initio, y reproducen con
buena precisién los valores experimentales referentes a geometrias y energias. Este método
se basa en los formulismos de la espectroscopia vibracional, representando la molécula
como un modelo mecéanico de masas (nucleos) unidas por fuerzas arménicas o elasticas
(enlaces), las cuales se considera que poseen valores de longitud y angulo ideales o
naturales que condicionan la geometria (Fig. 19). Entonces la energia E de la molécula se
define como la desviacién de los parametros ideales y es minimizada siguiendo un
algoritmo de optimizacion:
E=Er+EO+Ew+EVDW +ED + EH

donde: Er define las deformaciones de la longitud de enlace (acortamiento-alargamiento),
EO se relaciona con las distorsiones del angulo de enlace, Ew es la energia de torsion del
angulo diedro por rotacion de los enlaces y EVDW, ED y EH consideran las contribuciones
de las interacciones de Van der Walls, las repulsiones electrostaticas y las asociaciones por

puentes de hidrogeno, respectivamente.
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Dado que la mecanica molecular supone una interpolacion de los datos experimentales
existentes, generalmente predice correctamente las geometrias moleculares de los
compuestos bajo estudio. Estas geometrias optimizadas se pueden utilizar como datos de
entrada para los calculos mecanico-cuanticos con el objetivo de comenzar la optimizacién
total con una estructura previamente refinada. Ademas su uso principal en la actualidad es
en el campo de las macromoléculas, en las cuales los métodos de calculos mecénico-

cuanticos se tornan prohibitivos en cuanto a costo computacional.

Por otra parte, el tratamiento cuantico de la materia estd basado en el principio de
incertidumbre de Heisenberg, seguin el cual no es posible conocer simultdneamente la
posicién y el momento de una particula. Por esto es necesario abordar el problema desde el
punto de vista estadistico, dada la necesidad de poder encontrar una particula en un lugar

determinado y en un momento dado.

Otro concepto fundamental de la mecénica cuantica es que todas las cantidades dindmicas
asociadas a cada particula estan cuantificadas. La energia de una particula tiene un valor
discreto, el cual es maltiplo de una energia basica y la constante de Plank. La ecuacion
fundamental es la de Schrodinger, que para el d&tomo de hidrégeno viene dada por la

ecuacion:
V- (8n°m/h2) (E+Ze*/r)¥=0

donde, V2 es el operador diferencial, ¥ es la funcién de onda, h es la constante de Plank, y r
la distancia entre el electron y el nucleo. Para los atomos multielectronicos, la ecuacion de
Schrédinger, no puede ser resuelta, pues no es posible la separacion de las variables. Para
ello es preciso acudir a la expresion de Hartree, que considera cada electron

independientemente, moviéndose en el campo del resto de los electrones y de los nucleos.

Teniendo en cuenta el principio de exclusion de Pauli, segun el cual no pueden existir mas
de dos electrones en una misma 6rbita, con dos espines diferentes, se obtiene la expresion
de Hartree-Fock; la cual expresada en forma analitica, no matricial, origina la ecuacién de

Roothaan.
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En pérrafos anteriores se hizo mencion de que existen dos métodos principales de céalculos

mecanico-cuénticos, en dependencia de las aproximaciones que se realizan:

1. Los métodos ab initio

2. Los métodos semiempiricos

Los métodos ab initio con el modelo hamiltoniano nos brindan una representacion completa
de todas las interacciones no relativisticas entre el ndcleo y los electrones de la molécula,
soluciones no disponibles en la ecuacion de Schrodinger. La utilizacion de este algoritmo
de calculo hace que los métodos ab initio necesiten un elevado tiempo de computo, que va
a ser proporcional al nimero de electrones de la molécula, dependiendo por lo tanto de la
naturaleza de los atomos y del tamafio de la misma. Sirva como ejemplo la molécula de
metano, para la cual es necesario resolver un total de 1080 integrales, 1035 de ellas
dielectronicas.

La gran mayoria de los calculos ab initio utilizan la aproximacion del orbital, definida en el
método de Hartree-Fock. Ellos incluyen interacciones configuracionales (CI), campos
autoconsistentes multiconfiguracionales (MC SCF), la teoria de correlacion por pares de
electrones (CPMET), y la teoria de las perturbaciones.

Una alternativa de calculo mecanico-cuantico lo ofrecen los métodos semiempiricos. Estos
métodos han sido desarrollados dentro de la teoria de los orbitales moleculares (SCF MO),
pero sobre la base de simplificaciones y aproximaciones introducidas al algoritmo de
calculo, que hacen que los tiempos de célculo en computadoras normales (incluso
microcomputadoras), se vea drasticamente reducido con respecto a los métodos ab initio,

permitiendo una mayor utilizacion de los mismos.

Hoy dia, es practica comun la realizacion de calculos de optimizacion de geometria en
moléculas de mediano tamafio, con mas de 200 orbitales de base, en computadoras

personales.
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En tal sentido un método semiempirico debe cumplir los siguientes requisitos:

1. Que sea lo suficientemente simple para poder calcular moléculas relativamente grandes.

2. Que mantenga las principales interacciones intermoleculares: atraccion por los nicleos y
repulsion entre los electrones.

3. Que los resultados del calculo puedan ser interpretados, permitiendo la construccion de
métodos cualitativos adecuados.

4. Que compensen por parametrizacion las insuficiencias del método Hartree-Fock.

La principal aproximacion que realizan los métodos semiempiricos es que ellos desprecian
las integrales de solapamiento, teniendo solamente en cuenta los electrones de valencia de
cada uno de los atomos integrantes de la molécula, considerando los electrones internos
como parte del ndcleo no polarizable. Asi, mientras el método semiempirico NDDO calcula
un total de 741 integrales para el propano, un método ab initio debera resolver un gran total
de 38,226 integrales para la misma molécula. Esto en tiempo de calculo se traduciria en
que, para realizarlos en una computadora con capacidad de un millon de operaciones por
minuto, el célculo semiempirico duraria no mas de 5 minutos contra un total de 5 horas

para el ab initio en la propia molécula de propano.

En la actualidad se cuenta con computadoras de mayor potencia y velocidad, con lo que es
posible la realizacion de célculos ab initio en un tiempo mucho menor que el expresado

anteriormente.

En principio, cualquier método semiempirico puede ser utilizado para el calculo de la
geometria optimizada de una molécula. EIl primer método aplicado fue el de Hiickel en
1931, luego le siguio el PPP en 1935. A partir de este momento se han ido creando nuevos
métodos de calculos, cada uno de los cuales se va haciendo méas complejo por el desarrollo
I6gico que va experimentando la computacion, permitiendo realizar cada vez mas,

operaciones complejas en un menor intervalo de tiempo.
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Acoplamiento Molecular (molecular docking)

En el campo del modelado molecular, el acoplamiento molecular es un método que nos
permite predecir la orientacion preferida de una molécula cuando est4 unida a otra, con el

fin de formar un complejo estable (Lengauer T, 1996).

La asociacion de moléculas con relevancia biolégica, tal como proteinas, acidos nucléicos,
carbohidratos y lipidos juega un papel muy importante en el proceso de transduccion de
sefiales; por lo tanto, la orientacion del complejo pude afectar el tipo de sefial producida
(agonismo, antagonismo). En este sentido, el acoplamiento molecular es de gran
importancia al predecir la fuerza y tipo de sefial producida. Al predecir la orientacion de
enlace de moléculas pequefias, tal como nuevos farmacos, con su proteina blanco, se podra
entonces, predecir su afinidad y actividad. En esto radica la importancia del método en el

disefio racional de farmacos.

Varios estudios de acoplamiento molecular se han realizado con el fin de predecir la
orientacion y el sito de interaccion de los Vaptanes, esto es, identificar los residuos de
aminoacidos de los AVPR involucrados en el reconocimiento de los antagonistas no-
peptidicos. No hace mucho, varios grupos de investigacion reportaron los residuos clave de
los AVPR para el reconocimiento de los vaptanes. R214, V217, Q311, F307, 1330 (Gieldon
A, etal., 2001); D112, V132, Y186, S213 (Macion-Dazard R, et al., 2006); M220, F225, Y300,
T333, A334, W204, A205 y F207 (Tahtaoui C, et al., 2003) del AVPR1A; mientras que
Q291, F307, R203, V206 (Gielddon A, et al., 2001); K100, M120, L175, R202 (Macion-Dazard
R, etal., 2006); 1209, F214, L310 y M311 (Tahtaoui C, et al., 2003) del AVPR2.

Por otro lado, S'luzarz M y colaboradores en 2006 y Rodrigo J y colaboradores en 2007
reportaron los residuos de aminoacidos clave del AVPR1A en el reconocimiento de AVP:
D112, K128, E54, V100, Q104, Q96, V127, Q131, V132, M135, F136, Q185, Y186,
M220, 1224, F225, W304, F307, 1310, Q311, 1330, T333, A334, L335, S338, N340, 1192,
N196, T198, K199, R201, D202, C203, W204 (S'luzarz M, et al., 2006; Rodrigo J, et al., 2007)
ademas de los residuos clave del AVPR2 en el reconocimiento a AVP: V88, Q92, Q108,
Q119, M120, M123, Y124, S127, Q174, Q180, R202, 1209, F214, W284, F287, Q291,
F307, M311, N337, R181, T190, D191, E198 (S’luzarz M, et al., 2006).
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Estos estudios de docking revelaron que la cavidad del binding pocket esta formado
principalmente por residuos hidrofébicos, sobresaliendo interacciones del tipo w-7 con los
residuos F207 y W211, n-catién con R214, puentes de hidrogeno con V217 y Q311. En el
segmento N-terminal yuxtamembrana del AVPR1A, los residuos E54 y R46 son criticos
para la unién con AVP y con antagonistas a AVP; E54 parece interactuar directamente con

AVP, mientras que R56 contribuye a un cambio conformacional (Hawtin SR, et al., 2005).

Figura 20. Modelado Molecular de la actividad antagonista de los vaptanes. Estudios de modelado
molecular y mutagénesis dirigida han conducido a la teoria del mecanismo de la actividad antagonista de los
vaptanes: mientras que AVP hace contacto tanto con los loops extracelulares como con residuos dentro del
binding pocket, los vaptanes interaccionan en lo profundo del pocket, compitiendo con AVP (Macion-Dazard
R, et al., 2006).
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Anélisis Cuantitativo de Relacion Estructura- Actividad (QSAR)

El descubrimiento de compuestos biolégicamente activos y su desarrollo como farmacos es
un proceso complejo que involucra muchas disciplinas cientificas: biologia celular y
molecular, microbiologia, bioquimica, quimica organica, inorganica y sintética, medicina,
biofisica, toxicologia, farmacologia, matematicas, informéatica y tecnologias de la
informacion, entre muchas otras. (Spilker B, 1989). Asi pues, un farmaco biol6gicamente
activo, evaluado clinicamente y desarrollado a partir de una molécula bioactiva, requiere
condiciones especificas puesto que no todos los compuestos biolégicamente activos son
aptos para ser usados como farmacos debido a su toxicidad, efectos secundarios
desfavorables, incluso su farmacocinética. Asi, después de la sintesis y al margen de las
propiedades terapéuticas deseables, el ensayo y aprobacion de una sustancia requiere de
muchas pruebas rigurosas para determinar si el compuesto es digno de convertirse en
farmaco. Por lo tanto, no sélo hay una técnica de quimica computacional que juega un
papel preponderante en el descubrimiento de farmacos, sino mas bien un enfoque integrado

de la ciencia experimental, con técnicas computacionales.

Tanto el modelado molecular como los métodos estadisticos cuantitativos, pueden ser
utilizados para dilucidar informacion estructural de compuestos activo, ya que rara vez un
efecto bioldgico depende de s6lo una o dos propiedades quimicas. El problema
multidimensional contempla un gran nimero de factores, racionalizados para cubrir un
amplio espacio de parametros. Con el fin de poder tratar con conjuntos de datos complejos,
que consiste en mas de una actividad biolégica y multiples descriptores, herramientas
avanzadas de estadistica e informatica han sido desarrolladas en el campo de la
quimiomeétrica. El término quimiométrica, acufiado en los afios de 1970, es la disciplina
quimica que utiliza métodos matematicos y estadisticos con el fin de seleccionar y
optimizar procedimientos para el analisis e interpretacion de datos. Estas técnicas permiten
una rapida prediccion de propiedades moleculares y bioldgicas por medio de métodos
multivariantes y técnicas de inteligencia artificial (Topliss JG., 1983; Tute MS., 1990). QSAR
intenta correlacionar propiedades moleculares estructurales (descriptores) con funciones (es
decir, propiedades fisicoquimicas, actividad biologica, toxicidad, etc.) para un conjunto de

compuestos similares por medio de métodos estadisticos.
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Las técnicas QSAR incluyen desde mediciones quimicas y ensayos bioldgicos, hasta las
técnicas estadisticas y la interpretacion de resultados. De 1998 a la fecha, varios grupos de
investigacion se han dedicado al disefio, sintesis y evaluacion bioldgica de compuestos de
origen no-peptidicos. Las tablas 2 — 17 muestran una recopilacion de las moléculas

reportadas como antagonistas no-peptidicos a los AVPR1A.
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Figura 21. Familia de los vaptanes. Incluyen derivados de: 1) 5-Aminoalkyl-Substituted 1,5-
Benzodiazepine; 2) Azolobenzoazepine; 3) Benzoazepine and Benzodiazepine; 4) 5-Carbamoylmethyl-
Substituted 1,5-Benzodiazepine; 5) 4,4-Difluorobenzoacepine; 6) 4,4-Difluoro-5-methylidene-2,3,4,5-
tetrahydro-1H-1-benzazepine; 7) 5-Substituted 1,5-Benzodiazepine; 8) 5-Pyridylmethyl-Substituted 1,5-
Benzodiazepine; 9)  2-Ethoxybenzanilide; 10)  2-Substituted  Imidazobenzoazepine; 11) 2-
Methylimidazobenzoazepine; 12) 4-(N,N-dimethylamino)piperidine; 13) 5-Pyridylmethyl-Substituted 1,5-Be
nzodiazepine; 14) 2-Substituted Thiazolobenzoazepine; 15) 2,3,4,5-Tetrahydro-1H-1-benzazepine; 16a)
Conivaptan; 16b) Lixivaptan; 16c) Mozavaptan; 16d) Tolvaptan; 16e) Nelivaptan; 16f) Relcovaptan; 16g)
Satavaptan; 16h) OPC-21268; 16i) YM218. (Para detalles y sustituyentes ver tablas: 2-17).
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Tabla 2. Derivados de 1,5-Benzodiazepinas 5-Aminoalkil-Substituidas (Matsuhisa A, et. al., 1998). (a)
pKi de [*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi?
1 la Dimethylamine 8.00
2 1b Diethylamine 8.27
3 1c Diisopropylamine 8.62
4 1d Pyrrolidine 8.58
5 le Piperidine 8.53
6 1f 1-Methyl-piperidine 8.58
7 19 1-Methyl-piperazine 8.78
8 1h 1-Methyl-[1,4]diazepane 8.44
9 1i Dimethyl-piperidin-4-yl-amine 8.84

Tabla 3. Azolobenzoazepine Derivatives (Matsuhisa A, et. al., 2000). (a) pKi de [*H]vasopresina unida a
membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi®
10 2a 2-Methyl-1H-imidazole 9.05
11 2b 2-Methyl-oxazole 8.37

Tabla 4. Derivados de Benzoazepinas y Benzodiazepinas (Matsuhisa A, et. al., 1998). (a) pKi de
[*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent (R1) Substituent(R2) pKi®
12 3a Decahydro-benzo[b]azepine H 7.85
13 3b Decahydro-benzo[b]azepine Methyl 8.07

2,3,4,5-Tetrahydro-1H-

14 3 benzo[e][1,4]diazepine H 5.70
2,3,4,5-Tetrahydro-1H-

15 3d benzo[e][1,4]diazepine H 6.97
2,3,4,5-Tetrahydro-1H-

16 3e benzo[b][1,4]diazepine H 8.84

17 3f 2,3,4,5-Tetrahydro-1H- Methy 835

benzo[b][1,4]diazepine
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Tabla 5. Derivados de 1,5-Benzodiazepinas 5-Carbamoilmetil-Substituidas (Matsuhisa A, et. al., 1998).
(a) pKi de [*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi?
18 4a Amine 8.91
19 4b Methylamine 8.37
20 4c Dimethylamine 8.39
21 4d Pirrolidine 8.72
22 4e Piperidine 8.34
23 Af N,N-Dimethyl-ethane-1,2-diamine 8.64
24 4qg N,N,N’-Trimethyl-ethane-1,2-diamine 9.01
25 4h 1-Methyl-piperazine 8.30
26 4i 1-Methyl-[1,4]diazepane 8.59
27 4j Dimethyl-piperidin-4-yl-amine 8.69

Tabla 6. Derivados de 4,4-Difluorobenzoazepinas (Shimada Y, et. al., 2000). (a) pKi de [*H]vasopresina
unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi®
28 5a Methanol anion 8.74
29 5b Hidroxyl 7.82
30 5¢c 1-Methyl-piperazine 8.89
31 5d Amine 9.60
32 5e Methylamine 9.45
33 5f Ethylamine 9.72
34 59 Propylamine 9.23
35 5h Isopropylamine 9.44
36 5i Buthylamine 8.63
37 5j 2-Methoxy-ethylamine 9.67
38 5k N,N-Dimethyl-ethane-1,2-diamine 9.97
39 51 Pyrrolidine 9.14
40 5m Piperidine 8.85
41 5n Morpholine 9.57
42 50 3-Ethylamine-dimethylamine 9.80
43 5p N,N,N’-Trimethyl-propane-1,3-diamine 9.79
44 5q Piperazine 9.66
45 5r 1-Ethyl-piperazine 8.89
46 5s 1-Butyl-piperazine 7.97
47 5t Methyl-piperidin-4-yl-amine 10.10
48 5u [1,4]Diazepane 10.08
49 5v 1-Methyl-[1,4]diazepane 10.50
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Tabla 7. Derivados de 4,4-Difluoro-5-metiliden-2,3,4,5-tetrahidro-1H-1-benzazepinas (Shimada Y, et.
al., 2005). (a) pKi de [*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) ver fig. 21.

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi®
50 6a Amine 8.70
51 6b Methylamine 9.01
52 6c Ethylamine 9.01
53 6d Propylamine 8.72
54 6e Isopropylamine 8.85
55 6f Aziridine 9.47
56 69 Dimethylamine 8.84
57 6h Diethylamine 8.86
58 6i Piperidine 8.79
59 6 2-Methoxy-ethylamine 8.92
60 6k Morpholine 9.27

Tabla 8. Derivados de 1,5-Benzodiazepinas 5-Substituidas (Matsuhisa A, et. al., 1998). (a) pKi de
[*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi?
61 7a Methyl 7.00
62 7b Phenyl 7.04
63 7c Acetyl 8.33
64 7d Benzoyl 5.21
65 7e Benzyl 8.12

Tabla 9. Derivados de 2-Etoxibenzanilidas (Shimada Y, et. al., 2003). (a) pKi de [*H]vasopresina unida a
membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi?
66 82 Amine 8.81
67 8b Methylamine 9.26
68 8c Ethylamine 9.04
69 8d Propylamine 8.95
70 8e Isopropylamine 9.20
71 8f Aziridine 9.39
72 89 Dimethylamine 8.95
73 8h Diethylamine 8.59
74 8i Morpholine 9.80
75 8j Thiomorpholine 8.75
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Tabla 10. Derivados de Imidazobenzoazepinas 2-Substituidas (Matsuhisa A, et. al., 2000). (a) pKi de
[*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi?
76 9a Ethyl 9.18
77 9b Propyl 8.74
78 9c Cyclopropyl 8.91
79 ad Toluene 8.11
80 9e Ethylamine 9.47
81 of Propylamine 9.39
82 99 Butylamine 9.29

Tabla 11. Derivados de 2-Metilimidazobenzoazepinas (Matsuhisa A, et. al., 2000). (a) pKi de
[*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi?
83 10a Methyl 7.77
84 10b Isopropyl 7.85
85 10c Methanol anion 7.98
86 10d Ethanol anion 7.93
87 10e o-lsopropyl 8.21
88 10f Fluoride 7.71
89 10g 4-Methylphenol 8.60

Tabla 12. Derivados de 4-(N,N-dimetilamino)piperidinas (Shimada Y, et. al., 2003). (a) pKi de
[*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent R1 Substituent R2 pKi®
90 11a Phenyl H 10.1
91 11b Methyl H 8.76
92 11c Methanol anion H 8.89
93 11d Ethanol anion H 9.22
94 1le Isopropylate H 9.19
95 11f Chloride H 8.99
96 11g Nitro H 8.78
97 11h Methanol anion Methanol anion 8.08
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Tabla 13. Derivados de 1,5-Benzodiazepinas 5-Piridilmetil-Substituidas (Matsuhisa A, et. al., 1998). (a)
pKi de [*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi?
98 12a 2-Methyl-pyridine 8.01
99 12b 3-Methyl-pyridine 8.22
100 12¢ 4-Methyl-pyridine 8.45

Tabla 14. Derivados analogos de SR49059 (Tahtaoui C, et. al., 2003). (a) pKi de [*H]vasopresina unida a
membranas de células CHOs. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi?
101 13a Nitro 6.24
102 13b Amine 7.01
103 13c 1-Trifluoromethyl-vinylamine 7.82
104 13d Thiocyanate 8.20
105 13e 1-Chloromethyl-vinylamine 7.79

Tabla 15. Derivados de Tiazolobenzoazepinas 2-Substituidas (Matsuhisa A, et. al., 2000). (a) pKi de
[*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent pKi®
106 14a Methyl 7.87
107 14b Amine 8.33
108 l4c Dimethyl-propyl-amine 8.52
109 14d 4-Propyl-morpholine 7.92
110 14e N,N-Dimethyl-ethane-1,2-diamine 8.76
111 14f 2-Methyl-pyridine 7.29
112 149 3-Methyl-pyridine 7.74
113 14h 4-Methyl-1H-imidazole 7.64
114 14i 2,4-Dimethyl-1H-imidazole 7.95
115 14j Methylamine 8.00
116 14k Ethylamine 8.91
117 141 Propylamine 8.40
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Tabla 16. Derivados de 2,3,4,5-Tetrahidro-1H-1-benzazepinas (Shimada Y, et. al., 2005). (a) pKi de
[*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Substituent R1 Substituent R2 pKi®
118 15a Phenyl - 7.85
119 15b J Hydogen 7.33
120 15¢ N/7 Methyl 8.20
121 15d >’N o Ethyl 8.58
122 15e I nPropyl 7.40
123 15f Ra Phenyl 6.31
124 159 1H-[1,2,4]Triazole - 7.16
125 15h 1H-Tetrazole - 6.63

Tabla 17. YMO087, OPC-31260, OPC-21268 (Tahara A, et. al., 1997); VPA-985 (Mukund S Chorghade,
2007); OPC-41061 (Yamamura Y, et. al., 1998); SSR-149415 (Serradeil-Le Gal C, et. al., 2007); SR-49059,
SR-121463 (Tsukada J, et. al., 2002); e YM218 (Tsukada J, et. al., 2005). (a, b, c, e, f) pKi de
[*H]vasopresina unida a membranas de higado de rata. (d) pKi de [°H]vasopresina unida a membranas de
higado de raton. (*) (Fig. 21).

Binding Affinity

No. Compound* Name pKi
126 16a Conivaptan (YMO087) 9.32°
127 16b Lixivaptan (VPA-985) 7.36°
128 16¢ Mozavaptan (OPC-31260) 6.71°
129 16d Tolvaptan (OPC-41061) 6.49°
130 16e Nelivaptan (SSR-149415) 6.92°
131 16f Relcovaptan (SR-49059) 8.84°
132 169 Satavaptan (SR-121463) 5.26°
133 16h (OPC-21268) 7.63°
134 16i (YM218) 9.30"

Con este conjunto de compuestos estructuralmente relacionados, se pretende realizar un

estudio QSAR para evaluar la relacion entre su estructura quimica y su actividad bioldgica

(afinidad de union o pKi).
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JUSTIFICACION

Considerando:

1) La necesidad de disponer de compuestos con propiedades antagonistas a los receptores

de vasopresina para ser usados en nuestros experimentos.

2) Que los receptores de AVP son ricos en aminoacidos aromaticos, situacion que facilita la
generacion en forma dirigida de farmacos con acciones antagénicas de los receptores de
AVP.

3) Que estudios preliminares sugieren que la familia de los vaptanes pudieran actuar como
antagonista de los receptores de AVP.

Aqui proponemos la sintesis de compuestos de naturaleza no-peptidica y el estudio de sus

efectos como antagonistas de los receptores de AVP.
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2. HIPOTESIS

A partir de farmacos ya conocidos, es posible generar nuevos compuestos que posean

actividad antagonista a los receptores V1a 'y V2 de vasopresina.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo General

Sintetizar compuestos con propiedades antagonistas a los receptores de vasopresina.

3.2  Objetivos Especificos

1. Sintetizar e identificar quimicamente compuestos estructuralmente relacionados a los

vaptanes.

2. Optimizar la geometria de los ligandos y determinar computacionalmente el modo de

unién de los compuestos sintetizados con los receptores V1ay V2 de vasopresina.

3. Estudiar el efecto bloqueador de los AVPR1A vasculares de los compuestos sintetizados

utilizando el modelo de contractilidad de musculo liso vascular.

4. Estudiar el efecto bloqueador de los AVPR2 de los compuestos utilizando un modelo de

antagonismo in-vivo a AVP exdgena en ratas anestesiadas con carga de agua.

5. Evaluar el efecto bloqueador de los AVPR1A de los compuestos sintetizados sobre la

presion arterial media.
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4. MATERIALES

4.1. Equipo.

Los puntos de fusion de los compuestos se determinaron en un equipo Electrothermal 9300
Digital (no corregidos).
Los espectros de infrarrojo se determinaron en un espectrofotometro Midac M2000 FT-IR

en pastilla de KBr.

La determinacion de resonancia magnética nuclear (RMN) de 1H y 13C se efectuaron en un
espectrometro Jeol GSX-300 para 1H y 75.4 MHz para 13C, en la Unidad Profesional
Interdisciplinaria de Biotecnologia del IPN por la Dra. Itzia I. Padilla Martinez.

Para los célculos de optimizacion de geometria de los ligandos, se utilizaron computadoras
Dell Pentium IV con sistema operativo Linux y Windows®, ademéas del software
Hyperchem® 6 (HyperChem, Molecular Modelling System; Hypercube Inc.) y Gaussian®
98 (Gaussian 98,1998) y 2003 (Gaussian 03, 2003).

Para la valoracion de afinidad farmaco-receptor se utilizo el programa AutoDock® (Frisch
MJ y cols., 1998) y los complejos se visualizaron utilizando los programas Molekel® y
VMD® (Humphrey W'y cols., 1996).

Los AVPR1A y AVPR2 sobre los cuales se realizan las simulaciones de docking fueron
modelados y prestados con fines de colaboracion por la Dra. Magdalena S’lusarz de la
Facultad de Quimica de la Universidad de Gdansk, Polonia (S'lusarz MJ y cols., 2006).

La presion arterial, el flujo urinario y la tension en anillos de aorta, fueron registrados en un
sistema de registro MP150 de BIOPAC®; con transductores de presion TSD120,
transductores de fuerza TSD125C y un amplificador diferencial DA100C de Biosystems®.
La sefial del cuentagotas pasa al sistema de adquisicion de datos del Biopac® a través de un
amplificador y un acoplador del transductor de un fisiografo Narcobiosystems®. El

software utilizado fue Acgknowledge 3.9.1.

Ademas se utilizé instrumental de microcirugia, mesa de cirugia, cénulas traqueales,

respirador artificial, canulas para arteria y vena y canulas vesicales.
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4.2 Reactivos.

4.2.1 Sintesis Quimica.
4.2.1.1 Derivados de anilinas mono-sustituidas y di-sustituidas.

Acido o-aminobenzoico, 2-hidroxi-5-metilanilina, 2-hidroxi-5-nitroanilina, anhidridos:
succinico, glutarico y propionico de la casa Aldrich; anhidrido acético de Productos
Quimicos Monterrey y anhidrido maléico de Sigma Chemical Co.; todos grado reactivo. El

resto de reactivos y disolventes empleados fueron grado reactivo.

4.2.1.2 Derivados benzacepinicos

Todos de la casa Sigma-Aldrich: 2-butanona (34861), 4-clorobutanonitrilo (C3000), cloruro
de 4-metilbencensulfonilo(240877), cloruro de 4-nitrobenzoilo (73120), &cido acético
(A6283), acetonitrilo (271004), &cido bifenil-2-carboxilico (B34702), cloroformo (650471),
diclorometano (270997), dimetilformamida (227056), monoclorhidrato de etanimidamida
(00180), etanol (459836), éacido clorhidrico (320331), metanol (M3641), metil-2-
aminobenzoato (236454), cloruro de oxalilo (221015), tert-butoxido de potasio (659878),
piridina (270970), monoclorhidrato de piridina (243086), hidrobromuro-perbromuro de
piridinium (289906), raney nickel (510041), acido sulfarico (320501).EI resto de reactivos

y disolventes empleados fueron grado reactivo.

4.2.2. Pruebas Biologicas.

Uretano al 20 % (Sigma U-2500), solucion salina al 0.9 % (Solucion CS, PiSA®
Farmacéutica Mexicana), heparina (Inhepar®, solucion inyectable 1000 Ul/mL PiSA®
Farmacéutica Mexicana) vasopresina ([Arg8]-Vasopressin Grade V: synthetic, 100 IU,
Sigma V-5501), adrenalina (Pinadrina 1 mg/mL PiSA® Farmacéutica Mexicana).
Furosemida (Lasix®, Aventis ® Pharmaceutica). [deamino-Penl, O-Me-Tyr? Arg®]-
Vasopressin (Sigma V1880).
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4.3 Material Bioldgico.

Se utilizaron Ratas Wistar macho de 350 + 100 g de peso corporal (p.c.) proporcionadas
por el bioterio de la Universidad Autonoma de Aguascalientes (UAA). Se mantuvieron bajo
condiciones constantes de temperatura (22 — 24 °C) y con ciclo luz/oscuridad de 12/12
horas (luz de 0700 — 1900 h). Se les proporcioné agua y comida ad libitum. Los animales
fueron tratados de acuerdo con la Normativa Institucional de Normas de Bienestar de la
UAA, compatible con el Institute for laboratory animal research (ILAR) guidelines de
estados unidos de Norteamérica (USA), 1996.
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5. METODOLOGIAS

La sintesis de los compuestos, la optimizacién de los ligandos y el estudio de docking, se
realizaron en los laboratorios de Modelado Molecular y Bioguimica Médica de la ESM-
IPN, bajo la asesoria del Dr. José Correa-Basurto y el apoyo del Dr. Federico Martinez-
Ramos del Departamento de Quimica Inorgénica de la ENCB-IPN; con la colaboracion de
la Dra. ltzia Padilla-Martinez de la UPIBI-IPN en la realizacion de los anélisis de NMR. El
estudio QSAR se realizo en colaboracion con el Dr. Omar Deeb de la Facultad de Quimica
de la Universidad Al-Quds de Jerusalén, Palestina. Las pruebas biolégicas fueron realizadas
en el laboratorio de Neuroinmunoendocrinologia de la UAA, bajo la asesoria del Dr.

Andrés Quintanar Stephano.

5.1 Analisis Cuantitativo de Relacion Estructura-Actividad (QSAR).

A la fecha al menos 134 compuestos blogueadores de los AVPR1A han sido reportados. De
este conjunto de farmacos antagonistas a AVP se realizé un estudio QSAR.

La afinidad de union (pKi) experimental asi como la estructura de los ligandos fueron
obtenidas de trabajos previamente reportados (Tablas 2-17). Las estructuras quimicas de los
compuestos se construyeron con el programa HyperChem® y fueron optimizadas con un
método semi-empirico AM1; a la optimizacion le siguio el algoritmo Polak-Rebiere hasta

alcanzar un gradiente rms de 0.01.

En este estudio, se calculd6 un conjunto de 1481 descriptores moleculares usando el
software Dragon, incluyendo descriptores constitucionales, topol6gicos, geométricos,
GETWAY, 3D-MoRSE, cargas topoldgicas de Galvez, BCUT, autocorrelaciones 2D,
WHIM, RDF, de carga, molecular walk counts, indice de aromaticidad, perfil molecular
Randico, grupos funcionales y descriptores centrados en atomos. Otros 15 descriptores

guimico-cuanticos se calcularon con el programa HyperChem.

Los descriptores calculados se clasificaron en 17 grupos diferentes, de estos, primero se

analizaron para la existencia de variables constantes o casi constantes, aquellos detectados
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con esta caracteristica, fueron removidos. Otros descriptores fueron removidos por que

tenian valores de cero.

Se evaluo la correlacion entre descriptores, y aquellos que resultaron co-lineares (i.e. r >
0.95) se eliminaron, dejando solo aquel que presentaba la correlacion mas alta con la

actividad bioldgica.

Los descriptores para realizar el QSAR se calcularon para 17 grupos de descriptores
clasificados de acuerdo al tipo, luego, se llevaron acabo los anélisis de MLR de forma
individual para cada grupo de descriptores siguiendo la metodologia propuesta previamente
por Deeb (Deeb, 2010).

Una vez seleccionados los descriptores, fueron reunidos en un solo grupo para llevar a cabo
un analisis de componentes principales (PCA) para dividir los datos en los conjuntos de
preparacion y prueba. Finalmente, y después de remover los aberrantes, se realiz6 un

analisis de MLR en el conjunto de preparacion.

5.2 Acoplamiento Molecular (docking)

El estudio de docking se realizé utilizando el software AutoDock 4.0.1 en plataforma
Linux. Como primer paso, se prepararon los archivos de entrada para AutoGrid 4 vy
AutoDock 4, esto incluye: la estructura del receptor o macromolécula y la estructura
optimizada de los ligandos. Los receptores utilizados para la simulacion fueron
previamente modelados y facilitados con fines de colaboracién por la Dra Magdalena
S’lusarz, (2006).

Las estructuras de los ligandos fueron construidas utilizando el programa Isis/Draw, luego
se pre-optimizaron geométricamente con un metodo de mecanica molecular (+MM) con
HyperChem. Para optimizar la geometria de cada uno de los compuestos se utilizé el
método semi-empirico AML1 en el programa Gaussian® 98, para finalmente convertirlos a

formato pdb con el programa Molekel ® 4.3 (Goodford P. y cols., 1985).

66



Sintesis y Caracterizacion Quimica y Farmacodinamica de Antagonistas no-Peptidicos de los Receptores V1ay V2 de Vasopresina METODOLOGIAS

Ya optimizadas las estructuras de los ligandos, se afadieron las cargas parciales de
Gasteiger y se definieron los atomos de hidrdgeno polares en el programa AutoDock Tools
para finalmente definir las porciones rigidas de las moléculas y especificar los enlaces que

presentaban libre rotacion.

Se utilizaron receptores inactivos y se calcularon las cargas parciales de Kollman; ademés
se agregaron los &tomos de hidrégeno polares (4&tomos electronegativos que pudieran
participar en interacciones por puentes de hidrogeno). Los hidrégenos no polares se trataron
de manera implicita y fueron eliminados de la estructura, su efecto fue sumado a la
contribucion de los atomos a los que estan unidos. Finalmente, se fijaron los pardametros de

solvatacion a la proteina.

Los mapas de afinidad atdbmica se generaron con el programa AutoGrid 4. Se delimité el
espacio de interaccion entre la proteina y los ligandos, fijandolo en 36 X 20 X 20 A para el
AVPR1A y en 40 X 40 X 40 A para el AVPR2; y se centré en las coordenadas X, y, z, para
el AVPR1A (-2.833, -0.222, -2.056) y para el AVPR2 (0.104, -0.110, -0.072). El espaciado
de los puntos grid fue de 0.375 A.

La ejecucion del programa Autodock requiere de la estructura de la proteina (archivo
pdbgs) con sus respectivos mapas de afinidad atémica (archivos gpf), las estructuras de los
compuestos en formato pdbq y un archivo de parametros dpf que se genera en el programa
AutoDock Tools.

Se utiliz6 un algoritmo genético-Lanmarckiano (LGA) implementado en AutoDock con los
siguientes parametros: 100 corridas, 100 individuos en la poblacion, 1 X 10-7 evaluaciones
de energia y 27000 generaciones para cada ligando, el resto de los parametros fueron

tomados como los valores iniciales propuestos por el programa.

El archivo de salida de AutoDock (dlg) contiene la informacion de las diferentes
conformaciones y energias libres de union para cada una de las corridas. EI complejo
tridimensional ligando-receptor se visualizé y analizo con el programa VMD (Humphrey W
y cols., 1996).
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5.3 Sintesis Quimica.

Como se menciond anteriormente, la sintesis quimica se realizd en el laboratorio de
biogquimica médica de la ESM-IPN. Para todos los compuestos, el avance y fin de la
reaccion se determind mediante cromatografia en capa fina (TLC). Se calculo el
rendimiento, punto de fusién y solubilidad de cada uno de los compuestos sintetizados. Se

identificaron por espectrofotometria IR y NMR de *H y de *C

5.3.1 Sintesis de Compuestos Derivados de Anilinas mono-Sustituidas y di-Sustituidas.

Para la obtencidn de las amidas, se emple6 acido o-aminobenzdico, 2-amino-4-metilfenol y
2-amino-4-nitrophenol como precursores, los cuales se hicieron reaccionar con los
anhidridos acético, maléico, succinico, glutarico y propionico en una proporcién mol-mol
en THF y bajo condiciones controladas de temperatura segun se describe en la seccion de

metodologia experimental. Las vias de sintesis se muestran en las Fig. 22-24.
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Figura 22. Via de sintesis de los compuestos C1, C2, C3, C4 y C5 derivados del &cido 0-aminobenzoico.
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Figura 23. Via de sintesis de los compuestos C11, C12, C13, C14 y C15 derivados de 2-amino-4-
metilfenol.
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Figura 24. Via de sintesis de los compuestos C21, C22, C23, C24 y C25 derivados de 2-amino-4-
nitrophenol.
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5.3.2 Sintesis de derivados benzoazepinicos.

La via de sintesis se muestra en la Fig. 25: methyl 2-aminobenzoate fue tosilado siguiendo
el método propuesto por Proctor y Thomson (1957); la mezcla de reaccién fue diluida con
agua para obtener el compuesto methyl 2-{[(4-methyl-phenyl)sulfonyl]amino}benzoate (2)
con un rendimiento arriba del 90 %. La introduccion del butanonitrilo a la estructura
permitid la obtencion de: methyl 2-{(3-cyanopropyl)[(4-methyilphenyl)sulfonyl]amino}
benzoate (3). Finalmente, el uso de t-butdxido de potasio nos permitio la ciclacion de 3 para
obtener:  1-[(4-methyl  phenyl)sulfonyl]-5-ox0-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1-benzazepine-4-

carbonitrile, C9. (Para detalles, ir a la seccién de metodologia experimental).

2-butanone
reflux, 12 h

1l O II
® I Q Q (9) Q

Figura 25. Via de sintesis de 1-[(4-methyl phenyl)sulfonyl]-5-ox0-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1-benzazepine-
4-carbonitrile, C9.
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5.4 Pruebas Bioldgicas

Para la prueba de contractilidad de muasculo liso vascular, contamos con la colaboracién de
los Srs. Esparza-Valenzuela Juan, Martinez-Hernandez Jesus y Luévano-Delgadillo Eleazar
del Departamento de Mantenimiento de Optica y Electromecénica de la UAA quienes
construyeron el aparato que utilizamos para llevarla a cabo. Para la prueba de antagonismo
in-vivo de AVP exogena en ratas con carga de agua contamos con la colaboracion de LCN
Maria Luisa Rodriguez-Vazquez del Laboratorio de Toxicologia y Farmacologia de la

UAA para la determinacién de Sodio en orina.

5.4.1. Efecto de los Compuestos sobre la Contractilidad del Muasculo Liso Vascular
(VSM) de rata.

Obtencion y acondicionamiento de los anillos de aorta

Ratas Wistar macho de 350 + 50 g de p.c. fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (40
mg/Kg p.c.), para luego ser sometidas a una toracolaparotomia. Luego, la aorta toracica
descendente fue removida y colocada en una caja de Petri conteniendo solucién de Krebs-
Henseleit (KHS: NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM, KH,PO,4 1.2 mM, MgSQO4+2H,0 1.2 mM,
CaCly*2H,0 2.5 mM, NaHCO3 25 mM, dextrosa 11.7 mM y EDTA 0.026 mM) (Fig. 26A).

El tejido conectivo, ademas de la grasa perivascular adherida fueron removidas
cuidadosamente y con la ayuda de un bisturi, se cortaron segmentos de 3-4 mm de longitud.
El endotelio se removié mecanicamente insertando una varilla rugosa dentro de la luz de
los anillos. A fin de medir los cambios de tension, dos varillas de acero en forma de
triangulo fueron cuidadosamente insertadas en la luz del anillo (Fig. 26B), una de ellas se
fij6 a la base del aparato mientras que la otra fue conectada a un transductor de tension
TSD125C acoplado a un amplificador diferencial DA100C que, a su vez, estaba conectado
a un sistema de adquisicion de datos, todos de BIOPAC Systems y controlados mediante el
programa Acgknowledge 3.8.1.

Los anillos de aorta se colocaron en una camara de 6rgano aislado conteniendo 10 mL de
KHS a 37 °C y burbujeada con 95% O, y 5% CO, (Fig. 26C).
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Figura 26. Obtencién y acondicionamiento de los anillos de aorta. A) Por medio de una toracolaparatomia
se obtiene un segmento de aorta toracica descendente (modificada de: 6. http://www.jove.com/video/1564/aortic-
ring-assay 25 Nov 2011). B) La aorta toracica es cortada en segmentos de 3-4 mm de longitud y luego
cuidadosamente insertados en varillas de acero en forma de tridngulo (modificada de:
http://media.wiley.com/CurrentProtocols/PH/ph0407/ph0407-fig-0001-1-full.jpg 25 Nov 2011). C) Los anillos son
colocados dentro de una camara de 6rgano aislado conteniendo KHS a 37 °C y burbujeada continuamente con
una mezcla de O,/CO, (95/5 %)(modificada de: 8. http://media.wiley.com/CurrentProtocols/PH/ph0407/ph0407-
fig-0001-1-full.jpg 25 Nov 2011).
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Se fij6 una tension inicial de 4 g y se permitié un periodo de estabilizacion de por lo menos
30 min. Después del periodo de estabilizacion, los anillos de aorta fueron contraidos con
AVP (0.10 uM) como prueba de viabilidad del tejido. Después de un periodo de
observacion de 20 min, los anillos fueron lavados 3 veces con KHS, entonces, se dejo

transcurrir un nuevo periodo de estabilizacion antes de probar los compuestos (Fig. 27).

Figura 27. Protocolo experimental del ensayo en anillos de aorta. PE: Periodo de Estabilizacion; PO:
Periodo de Observacion; TI: Tension Inicial; B: Registro Basal; R: Registro de Respuesta; AVP: Arginina
Vasopresina [0.10 uM]; SP: Sustancia de prueba (C9 [0.0, 5.9, 59, 590 uM); ADR: Adrenalina (10 pM);
V1880: Antagonista Peptidico de los AVPR’s (10 uM).

Influencia del endotelio vascular en la maxima contraccion inducida por AVP

Para evaluar la influencia del endotelio vascular sobre la méxima contraccién inducida por
AVP, se formaron dos grupos: 1) anillos de aorta con endotelio y 2) anillos de aorta sin
endotelio. A fin de discriminar el efecto de AVP sobre los AVPR1A vasculares de los
AVPR?2 endoteliales, usamos un antagonista peptidico de los AVPR1A: [deamino-Pen®, O-
Me-Tyr?, Arg®]-Vasopressin (Sigma, VV1880). Después de la prueba de viabilidad y una vez
que los anillos fueron lavados, el antagonista fue vertido dentro del bafio (10 uM), seguido
de un pulso de AVP (0.10 uM) y se midié la contraccién inducida por AVP. Finalmente, se
agregd ADR (0.10 puM) para verificar la viabilidad del anillo. Aquellos anillos que no
respondieron al pulso inicial de AVP o al pulso final de ADR, fueron considerados como

no-viables y fueron excluidos del estudio.

Una vez establecido que el endotelio no afecta de manera significativa la contraccion
inducida por AVP de los anillos de aorta, el efecto biolégico de los compuestos fue

evaluado (vide infra).
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Efecto de las amidas en la contractilidad del VSM

Doce grupos experimentales fueron formados: 1) KHS (10 pL), 2) DMSO, 3-12) grupos
Cl, C2, C3, C4, C5, C11, C12, C14, C21y C25 (1 mM). DMSO fue utilizado como
vehiculo alcanzando una concentracion final del 2 % dentro de la cAmara). Como se
menciono arriba, después de la prueba de viabilidad del anillo y una vez lavados los anillos,
se agregd a la cAmara la sustancia de prueba (KHS, DMSO o los Compuestos), seguida de
un pulso de AVP (0.10 uM), luego se midio la maxima contraccion alcanzada. Finalmente
se agregdé ADR (0.10 puM) a la camara de organo aislado como prueba de viabilidad.
Aquellos anillos que no respondieron al pulso de ADR se consideraron como anillos no
viables y fueron descartados del estudio.

Efecto del compuesto C9 en la contractilidad del VSM

Para realizar este estudio, se formaron 5 grupos experimentales: 1) KHS (10 pL), 2-5) C9
en concentraciones: 0.0, 5.9, 59 y 590 uM, respectivamente, con DMSO como vehiculo.
Una vez evaluada la viabilidad de los anillos de aorta y ya lavados y estabilizados, se
agrego la sustancia de prueba (KHS o C9) seguida de un pulso de AVP (0.10 uM). Se
midio la maxima contraccion alcanzada. Finalmente se agregd ADR (0.10 uM) a la camara
de 6rgano aislado como prueba de viabilidad. Aquellos anillos que no respondieron al pulso
de ADR se consideraron como anillos no viables y fueron descartados del estudio.

5.4.2. Antagonismo in-vivo a AVP exo0gena, en ratas anestesiadas con una sobrecarga

de agua.

Este método fue originalmente disefiado en 1953 por Dicker y modificado en 1962 por
Bisset y Lewis, en 1967 por Clark y Rocha e Silva y en 1992 por Yamamura et al. Con
cambios menores, nuestro protocolo fue como sigue: Ratas Wistar de 350 — 400 g de p.c.
fueron privadas de alimento 18 h antes de dar inicio al experimento pero con libre acceso al

agua. Una hora antes de iniciar la cirugia, los animales fueron sometidos a una carga de
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agua (solucion salina (SS) hipotonica: 1.67 % glucosa w/v y 0.3 % NaCl w/v; 3 % p.c.) con
ayuda de un tubo intra-géstrico. Luego, los animales fueron anestesiados con uretano 20 %
(0.7 mL / 100 g p.c.). Una vez anestesiados, se canuld la trdquea para asistir en la
respiracion del animal, y se insertd un catéter intra-gastrico para la administracion
constante de SS hipotonica (5 mL/30 min) hasta terminar el experimento. Posteriormente,
se canulo la arteria cardtida, vena femoral y vejiga para monitorear la presién sanguinea
durante el experimento, la administracion i.v. del compuesto y la recoleccion de muestras
de orina, respectivamente. Una vez estabilizado el flujo de orina, se inicia la toma de
muestras basales durante 30 min, luego se administré AVP (50 pU kg™) y se recolectd la
orina de otros 30 minutos, pasado este tiempo, se administré C9 (100 pg kg™) via i.v.,
seguido de AVP (50 pU kg™) y se recolectaron muestras de orina por 30 min mas (Fig 28).
A cada muestra se le tomé su densidad con el método de tiras reactivas; relacionando peso
y densidad se obtuvo el volumen. Finalmente se determind concentracion de Sodio en cada

muestra con un fotometro de flama (Corning 410).
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Figura 28. Protocolo experimental del ensayo de antagonismo in-vivo a AVP exdgena, en ratas con
sobrecarga de agua. Una vez estable el flujo de orina, se dio inicio a la toma de muestras (tiempo 0 min).

Las muestras se tomaron cada 5 min hasta terminar el experimento.
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5.4.3. Efecto de los compuestos sobre la presion sanguinea.

Para llevar a cabo esta prueba, se utilizaron ratas Wistar macho de 300 + 50 g de p.c.
Después de anestesiar los animales (ureano 20 %; 0.7 mL/100 g pc / IP), se canuld la
traquea para ventilacion y se cateterizoel tercio distal de la arteria cardtida y la vena
femoral para el registro de la presion sanguinea y la administracion 1.V. de los compuestos.

Canulacion de la arteria carétida

Una vez anestesiados los animales, se les rasuro la cara ventral del cuello y la cara interna
de ambos muslos. Se colocaron las ligaduras en las patas y se pasaron los incisivos
superiores por debajo de la horquilla para fijar al animal en decubito dorsal sobre la mesa
de operaciones. Se canulo la traquea a traves del hocico, Se hizo una incision en la linea
media de la piel del cuello de aprox. 3 cm hasta el manubrio del esternén. Se cortd por el
centro y longitudinalmente el tejido conectivo que une a las glandulas salivales
submandibulares para dejar al descubierto los musculos pretraqueales, los cuales también

se separaron longitudinalmente para dejar al descubierto la traquea.

(Las siguientes maniobras se realizaron bajo un microscopio estereoscopico)

Con dos separadores de liga, se rechazaron hacia la izquierda del animal la piel y los
musculos pretraqueales. En el fondo, por el latido se identificé a la arteria carétida
primitiva. Con dos disectores de vidrio, se separd al nervio vago de la car6tida en una
longitud de 1.5-2 cm. Con una pinza fina curva, se pas6 un hilo (3 cm) por debajo de la
arteria el cual fue deslizado hacia la parte superior de la arteria y se anud6. Con una pinza
hemostatica, se tomaron los cabos del hilo y una parte de la piel y se cerrd la pinza, la cual
se dejé sobre el costado de la herida; el objetivo de esta maniobra es mantener un poco de
traccion sobre la arteria ocluida y aislarla de los tejidos. Se paso6 otro hilo por debajo de la
arteria y se preparé medio nudo sin apretar, se desplazo el hilo hacia el nacimiento de la
arteria. Con otra pinza hemostatica se pinzaron los cabos del hilo y la piel y se dejaron
sobre el borde de la herida para hacer un poco de traccién sobre la arteria. Con esta
maniobra el flujo sanguineo quedd suprimido entre ambos nudos. Se pas6 otro hilo por
debajo de la arteria y se hizo otro medio nudo sin apretar que se desliz6 hacia el nacimiento

de la arteria.
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Antes de hacer la incision de la cardtida, se preparo el catéter arterial, asegurandonos que
estuviera purgado con solucion salina heparinizada (SSH) y se cerr6 con el candado. Se
localizé el tercio distal de la carétida y con las tijeras vannas, se hizouna pequefia incision
en la pared de la arteria. Con la mano izquierda se introdujo el disector de vidrio en
direccion del corazon, y con cuidado se dilatd la arteria. Con la pinza curva fina en la mano
derecha, se tomo el catéter a unos 4-5 mm de la punta y ayudandonos con el disector de
vidrio, se introdujo en la arteria. Para evitar el dafio al endotelio y perforar la arteria, se
tuvo cuidado de no llegar hasta el nudo inferior donde se encontraba el hilo que hizo
traccion sobre la arteria. Con la pinza fina recta en la mano izquierda, se sujeto la arteria
con el catéter adentro, con la mano derecha se solto la pinza de la ligadura inferior y se
procedio a introducir el catéter unos 2 -2.5 cm. Se tomaron los cabos del medio nudo y se
apretaron para completar el nudo y asi fijar el catéter a la arteria. Se tomaron los cabos del
otro medio nudo y complet6 el nudo, de esta manera, el catéter quedd fijo en la arteria lo
cual evitara la expulsion del catéter por empuje de la presion arterial. Se solt6 la pinza que
sostenia el tercio distal de la arteria y se corto el hilo sobrante de los cabos de hilo de las
ligaduras (Fig. 29)

Al transductor
de senal

Figura 29. Canulacion de la arteria carétida. Representacion esquematica de un catéter colocado dentro de
la arteria cardtida. ECA: arteria carétida externa, ICA: Arteria carétida interna, CCA: arteria car6tida coman,

MCA: arteria cerebral media, SS: solucién salina.

Para evitar la traccion accidental del catéter, con la aguja de sutura se hizo una ligadura
subcutanea en la parte superior de la piel de la herida, se anudéla y fije el catéter con otro

nudo. Finalmente la herida fue suturada.
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Canulacion de la vena circunfleja (femoral)

Con el bisturi se hizo una incision longitudinal sobre la piel de la cara interna del muslo
siguiendo la trayectoria del borde posterior del basto interno del musculo cuadriceps, de
esta forma se pudo observar la trayectoria de la vena circunfleja por debajo de la
aponeurosis que recubre a los muasculos. Sin tocar la vena, se cort6 la aponeurosis que la
recubre y se insertd un punzocat del nimero 25 en direccion del corazon. Se purg6 con

SSH, se fij6 con una ligadura sobre la piel y se cerro la herida (Fig. 30)

Pared Abdommnal

Epigasinica
Caudal
Catéter

Arteria
Femoral

Figura 30. Canulacidn de la vena femoral. Representacion esquematica de un catéter colocado dentro de la
vena femoral.

Finalmente, se conectd el catéter arterial al transductor de presion del sistema Biopac para

el registro de la presion arterial.

Se evaluo el efecto de 0.1 IU de AVP seguida de 100 pg / kg de p.c. de cada compuesto,

con n = 8 ratas..

5.5 Andlisis Estadistico

Los datos se presentan como la media =+ SEM. Los analisis de varianza (ANOVA) se
realizaron con el programa INSTAT 2. Valores p < 0.05 se consideraron como

significativas. Las graficas se realizaron con el programa PRISM 5.0
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6.1 Analisis Cuantitativo de Relacion Estructura-Actividad (QSAR).

Como se menciond en la seccién anterior, un total de 1481 descriptores moleculares

ademas de otros 15 descriptores quimico-cuanticos fueron calculados. Estos descriptores

fueron clasificados en 17 grupos diferentes (G1-G17), de acuerdo a su tipo (Tabla 18),

finalmente, se llevo a cabo un analisis MLR de forma individual en cada uno de los grupos.

Tabla 18. Grupos of descriptores y nimero de descriptores de cada grupo seleccionados por los analisis

MLR.
) ] Numero de descriptores calculados NUmero de descriptores
Grupo Tipo de descriptor ]
por Dragén seleccionados por MLR
Gl Constitutional 31 3
G2 Topological 92 7
G3 Molecular walk counts 7 4
G4 BCUT 43 6
G5 Galvez topological 13 5
G6 2D autocorrelations 69 6
G7 Charge 5 1
G8 Aromaticity indices 2 1
G9 Randic molecular profiles 3 2
G10 Geometrical 27 3
G1l1 RDF 81 4
G12 3D-MoRSE 95 7
G13 WHIM 44 7
Gl4 GETAWAY 115 7
G15 Functional groups 29 6
G16 Atom-centred 40 9
G17 Quantum and Chemical 15 5

Los descriptores seleccionados de estos 17 analisis MLR fueron reunidos en un solo grupo

a fin de realizar un analisis de componentes principales (PCA) para dividir los datos en los

conjuntos de preparacion (80 %) y prueba (20 %).
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La Fig. 31 muestra el grafico de los primeros y segundos componentes principales (PC)
para la matriz de descriptores seleccionados (de los 17 analisis MLR) y de los 134
compuestos. En la grafica se puede ver que a los compuestos 96, 103 y 104 como

aberrantes por lo que fueron excluidos de los siguientes analisis.
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Figura 31. Gréfico de primeros y segundos componentes principales.

En consecuencia, los 131 compuestos restantes fueron divididos en dos conjuntos: de
preparacion (104) y prueba externa (27); asi, el siguiente analisis MLR se llevé a cabo en el
conjunto de compuestos de preparacién, y como resultado de éste, tres diferentes modelos
fueron sugeridos. La ecuacion de regresion para el mejor modelo se muestra a continuacién

(para explicacion de los descriptores ver tabla 19):

pKi = — 39.285 (£12.588) — 5.936 (+1.471) MATS7e + 0.476 (+0.093) RDF010e
+51.400 (+16.890) G2e + 0.829 (0.209) n=CHR + 1.096 (+0.356) Mor32u
+9.066 (+3.252) BEHp2 — 0.050 (0.018) electroph + 39.363 (+7.753) R6p+
4,322 (+1.533) MWC08 + 0.114 (+0.094) RGyr + 3.817 (+1.471) Rtu+
+0.162 (+0.112) MMWCO05
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Tabla 19. Tipo descriptores que explican la ecuacién de regresion del conjunto de compuestos de
preparacion.

Descriptor Explicacion Tipo/Grupo
MWCO08 molecular walk count of order 08 molecular walk counts
MMWCO05 molecular walk count of order 05 molecular walk counts
RGyr radius of gyration (mass weighted) Geometrical descriptors
Rtu+ R maximal index / unweighted GETAWAY descriptrs

Moran autocorrelation — lag 7 / weighted by atomic Sanderson

MATS7e L 2D autocorrelations

electronegativities
o quantum and chemical
I h El hil .

electrop ectrophilicity .

BEHp2 hlghe_ts E|_g_e|_1value n.2 of Burden matrix / weighted by atomic BCUT descriptors
polarizabilities

G2e 2st cc_)mponent symmetry dlrec_tlor_@l WHIM index / weighted by WHIM descriptors
atomic Sanderson electronegativeities

n=CHR number of secondary C(sp2) Functional groups

Mor32u 3D-MoRSE - signal 32 / unweighted 3D-MoRSE descriptors

RDFO10e Radial Distribution Function -1.0 / weighted by atomic Sanderson RDF descriptors

electronegativeities

Los coeficientes de determinacion y parametros de validacion cruzada se muestran en la
tabla 20:

Tabla 20. Coeficientes de determinacion y parametros de validacion cruzada.

Model R2C R2° PRESS® R%., € RMSE® PRESSP RMSE"
No outliers removed 0.722 0.770 25.761 0.616 0.498 6.022 0.472
Outliers removed 0.773 - 17.104 0.737 0.410 = _b

€y Pindican los conjuntos de calibracion (preparacion) y prueba (prediccion), respectivamente.
® sin cambio respect del conjunto de parametros de prueba.

81



Martha Citlalli Contreras Romo Doctorado en Ciencias Biol6gicas Universidad Auténoma de Aguascalientes

11.0
= 0.7224x + 2.3658
007 ° R’ 0X7224 %
=0 »
o Rs
9.0 .
st ®
*

Predicted pKi
00]
o

x
o
1

50 60 70 80 90 100 110
Observed pKi

or
o

Figura 32. Valores de pKi predichos versus observados. Los diamantes negros y los circulos rojos indican
la clasificacion de compuestos con conjuntos de preparacion y prueba respectivamente.
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Figura 33. Residuos versus valores de pKi observados. Los diamantes negros y los circulos rojos indican la
clasificacion de los conjuntos de preparacion y prueba respectivamente.

En la Fig. 33 se observan dos compuestos con valores atipicos, cuyos residuos resultaron 2
veces mas grandes que la desviacion estandar de los datos observados. Eliminando los
valores atipicos se mejoran los parametros de validacién cruzada para el conjunto de
preparacion al incrementar los coeficientes de determinacion de calibracion y validacion
cruzada (R = 0.773 y R%\© = 0.737) y al reducir la RMSE a 0.410.
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Las Figs. 34 y 35 muestran los valores de pKi predichos versus los observados y sus

residuos, después de eliminar los valores atipicos.
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Figura 34. Valores de pKi predichos versus observados después de remover los datos atipicos. Los
diamantes negros y los circulos rojos indican la clasificacion de los compuestos con conjuntos de preparacion

y prueba, respectivamente.
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Figura 35. Residuos versus valores de pKi observados después de remover los datos atipicos. Los
diamantes negros y los circulos rojos indican la clasificacion de los compuestos como conjuntos de

preparacion y prueba, respectivamente.
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6.2 Acoplamiento Molecular (docking)

El estudio de docking se llevd a cabo con el conjunto de 134 moléculas previamente
reportadas y los receptores a vasopresina V1a y V2 proporcionados con fines de
colaboracion por la Dra. Magdalena Sluzars. Este estudio nos permitié determinar la
energia libre de union de todos los compuestos, lamentablemente éstos valores resultaron

muy por encima de lo esperado, en la seccion de discusion se abordan posibles causas.

Sin embargo, nos fue posible identificar los aminoacidos clave en los AVPRs que

interaccionan con este grupo de compuestos.

Para el AVPR1A: F207, R214, V217 y W211, para el AVPR2: Q180, 1209, Y124, M123 y

F287, interacciones del tipo n-7t, m-catién y puentes de hidrégeno, principalmente.

6.3 Sintesis Quimica.

El avance y fin de la reaccion se determind mediante cromatografia en capa fina (TLC).
Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Electrothermal 9300 y no estan
corregidos. Una vez obtenidos los compuestos, se realizaron pruebas de identificacion por
NMR e IR para cada uno de ellos . Para la identificacion por NMR se utilizo DMSOs.6
como solvente, la asignacion de las sefiales, constante de acoplamiento (J) y

desplazamiento () fueron calculadas.
6.3.1 Sintesis de Compuestos Derivados de Anilinas mono-Sustituidas y di-Sustituidas.

La via de sintesis empleada contempla una sola etapa en el desarrollo de la reaccion, tal y
como se detalla en la seccién anterior. La obtencion de los compuestos fue producto de la
reaccion entre una arilamina (acido o-aminobenzéico, 2-amino-4-metilfenol y 2-amino-4-
nitrofenol) y un anhidrido (acético, maléico, succinico, glutarico o propionico) de manera

equimolar. Ver detalles en la seccion “Metodologia Experimental”.

La tabla 21 muestra los puntos de fusion (pf) experimentales versus reportados y el

rendimiento general de la reaccion:

84



Sintesis y Caracterizacion Quimica y Farmacodindmica de Antagonistas no-Peptidicos de los Receptores V1ay V2 de Vasopresina

RESULTADOS

Tabla 21. Punto de fusion y rendimiento de cada uno de las arilamidas sintetizadas.

COMPUESTO pfexperimental (OC) pfreportado (OC) RENDIMIENTO (%)
Acido o-aminobenzdico - 144-146 -
2-amino-4-metilfenol - 135-137 -
2-amino-4-nitrofenol - 143 -
COMPUESTO 1 172-176 170-175° 80.4
COMPUESTO 2 193-197 205° 90.2
COMPUESTO 3 185-189 184° 90.1
COMPUESTO 4 140-144 130¢ 90.9
COMPUESTO 5 108-112 103.5-104° 83.4
COMPUESTO 11 154-157 156-157" 69.3
COMPUESTO 12 184-188 - 96.5
COMPUESTO 13 171-173 - 94.8
COMPUESTO 14 145-149 - 92.1
COMPUESTO 15 83-86 - 94.2
COMPUESTO 21 285-289 282.4-284.1° 88.4
COMPUESTO 25 245-248 - 86.3

pf: Punto de fusion.

(a) Magidson, O. Yu.; Zhurnal Obshchei Khimii 1937, V7, P842-52; (b) Grammaticakis, Panos; Compt. rend. 1961, V252, P556-8; (c)
Ludwig, Alexandru; Bul. Chim. Soc. Romane Chim.1938, V39, P41-63; (d) Moehrle, Hans; Archiv der Pharmazie (Weinheim,
Germany) 1981, V 314(6), P524-31; (e) Maitte, P.Collog. intern. Centre natl. recherche sci. (Paris) 1955, V 64, P197-204. (f) Li, Ke-
Lai; Journal of Organic Chemistry 2009, V74(9), P3286-3292. (g) Li, Ke-Lai; Journal of Organic Chemistry 2009, V74(9), P3286-

3292. (-) No disponible.

La tabla 22 muestra las propiedades solubles de cada uno de los compuestos sintetizados.

Tabla 22. Resultados obtenidos en las pruebas de solubilidad de cada uno de los compuestos, donde (-)

representa un caracter insoluble y (+) soluble.

DISOLVENTE

Cl

C2 C3

C4

C5

Cl1

C12

C13

Cl4

Cl5 C21

C25

Agua

Alcohol Etilico
Alcohol n-Butilico
Alcohol Isopropilico
Dimetil Sulféxido
Acetona

Acido Formico
Acetato de Etilo
Acetonitrilo
Cloroformo
Diclorometano
Hexano

Benceno

Tolueno

+ + 4+ + + + + + +

+ + + + +

+ + + A+ A+ 4+

+ 4+ + + 4+

+ 4+ + + 4+

+ 4+ + + 4+

+ + + + +

(ND): No determinado.
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6.3.2 Derivados benzoacepinicos

Para la obtencion del compuesto C9, se siguid la via de sintesis previamente reportada por
Tsunoda y cols. (2004) con cambios menores, como sigue: se disolvio metil 2-
aminobenzoato en cloruro de p-toluensulfonilo (TsCI) en piridina. La mezcla de disolucién
se mantuvo en agitacion constante a 25 °C por 11 h; para detener la reaccion, se agrego
agua a 5 °C y se agitd por 1 h més. Finalmente, la mezcla de reaccion se mantuvo a 5 °C
para promover la formacion de cristales de methyl 2-{[(4-
metilfenil)sulfonilJamino}benzoato. Luego de separar los cristales por filtracion y una vez
secos, se mezclaron con carbonato de potasio y yoduro de potasio en 2-butanona. La
reaccion se mantuvo a reflujo por 12 h. Para detener la reaccidn, se agreg6 agua a 5 °C para
favorecer la  formacion  de  cristales de  metil  2-{(3-cianopropil)[(4-
metilfenil)sulfonil]Jamino}benzoato. Luego, estos cristales fueron disueltos en DMF vy t-
BuOK para promover la formacion del anillo benzoacepinico. Se agregaron gotas de HCI
para favorecer la precipitacion de C9 crudo, el cual se lavo en metanol para finalmente
obtener 1-[(4-metilfenil)sulfonil]-5-0x0-2,3,4,5-tetrahidro-1H-1-benzazepina-4-carbonitrilo
(C9), como un polvo blanco.

Tanto el compuesto C9 como los intermediarios fueron identificados por punto de fusion,
espectro IR y NMR de *H y *C con tetrametilsilano como referencia interna.

Luego de haber obtenido los compuestos, se evaluaron sus propiedades bloqueadoras a
AVP mediante algunos ensayos bioldgicos (vide infra).

6.4 Pruebas Bioldgicas

6.4.1. Efecto de los Compuestos sobre la Contractilidad del VSM de rata.

Influencia del endotelio vascular sobre la maxima contraccion inducida por AVP

La contraccion de anillos de aorta — con y sin endotelio — inducida por AVP (0.1 uM) fue
bloqueada completamente por el antagonista a los AVPR1A [deamino-Penl, O-Me-Tyr2,
Arg8]-Vasopressin, sugiriendo que el endotelio vascular no afecta el efecto vasopresor de
AVP (Fig. 36).
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Figura 36. Efecto del endotelio vascular sobre la contraccion de anillos de aorta inducida por AVP. Las
diferencias no significativas (ns, p > 0.05) ocurrieron al comparar los grupos con endotelio versus los grupos
sin endotelio. Los valores estan dados como la media + SEM de 6 experimentos independientes.

Efecto de las amidas sobre la contractilidad del VSM

Vasopresina (0.1 pM) indujo la contraccion de los anillos de aorta, efecto que no fue
afectado por el DMSO (disolvente). Los compuestos C1, C3, C5 y C14 mostraron una
ligera inhibicion del efecto vasopresor, que estadisticamente, resulté no significativa; por su
parte, los compuestos C4, C11, C12, C21 y C25 provocaron una distension en los anillos al
momento de ser agregado el compuesto a la cdmara de drgano aislado, efecto que no fue

contrarrestado por la vasopresina (Fig. 37).

T rij I ‘ 1

' Respuesta

Figura 37. Efecto de las amidas en la contraccion del VSM inducida por AVP. AVP: 0.1 uM (disolvente:
agua dest), compuestos: 1 mM (disolvente: DMSO). p < 0.01 en los grupos C4, C11, C12, C21y C25.
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Efecto del compuesto C9 en la contractilidad del VSM

Vasopresina (0.1 M) indujo la contraccion de los anillos de aorta, este efecto fue inhibido
por el compuesto C9 en una forma dosis-dependiente. Una dosis de 590 uM de C9 inhibio
al 100 % la actividad vasopresora de AVP, mientras que la dosis de 59 uM la inhibié solo
al 70 %. La dosis de 5.9 UM bloqueé el efecto vasopresor en un 25% (no significativo
versus AVP). Finalmente, el DMSO (vehiculo), no mostré ningin efertn enhra Ia

RESULTADOS
contraccion del VSM inducido por AVP (Fig. 38).
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AVP (0.1uM)  C9(0.0 uM) C9 (5.9 uM) C9(59uM) €9 (590 uM)
+AVP (0.1 uM)

Figura 38. Efecto bloqueador del compuesto C9 en la contraccion del VSM inducida por AVP. Note el
antagonismo del tipo dosis-dependiente. p < 0.01 en los grupos: 59 pM y 590 pM versus grupo AVP;
(disolvente para C9: DMSO, disolvente para AVP: agua destilada).

6.4.2. Antagonismo in-vivo a AVP exo0gena, en ratas con una sobrecarga de agua.

La administracion IV de AVP (50 pU/kg) en ratas con una carga de agua y anestesiadas,
indujo una disminucién en el flujo urinario. Después de la administracion IV de C9 (100

HU/Kg), la actividad antidiurética de AVP exdgena fue inhibida (Fig. 39).
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Figura 39. Efecto del compuesto C9 sobre el flujo urinario en ratas con carga de agua y anestesiadas.
AVP (50 pUkg™) y C9 (100 pgKg™) fueron administrados via IV. Un trazo tipico de 6
experimentos se muestra (vehiculo AVP: agua destilada, vehiculo amidas).

6.4.3. Efecto de los compuestos sobre la presion sanguinea.

Los compuestos sintetizados fueron evaluados en un modelo in vivo de presion arterial en
rata. De los compuestos evaluados, aunque algunos muestran una tendencia a bloquear el
efecto presor de AVP, ninguno fue estadisticamente significativo.

El compuesto C9 no fue posible evaluarlo; por su naturaleza altamente lipofilica nos fue
imposible solubilizarlo en un medio acuoso. EI DMSO 100% disolvid el catéter por el cual
se pretendia administrar el compuesto.
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Figura 40. Papel de las arilamidas en la presion sanguinea en rata. Note que aunque algunos
compuestos tienden a bloquear el efecto vasopresor de AVP, ninguno de ellos resulta
estadisticamente significativo (p > 0.05).
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Acido 2-acetilamino-benzdico, (C1).

El &cido antranilico (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido acético (1.49 g, 15
mmol) en THF (20 mL) durante 2 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purifico en etanol y carbon activado; se eliminé el solvente y se
seco al vacio para obtener C1 (rendimiento 80.4 %) como un s6lido amorfo de color beige,
pf: 174 + 2 °C. NMR de *H (DMSO-dg, 300 MHz); 8/ppm 2.11 (3H, s, H-2), 7.10 (1H, t, J
=7.63 Hz, H-5"), 7.54 (1H, t, J = 7.92 Hz, H-4’), 7.95 (1H, d, J = 7.63 Hz, H-6’), 8.45 (1H,
d, J = 8.22 Hz, H-3%), 11.14 (1H.,s, -NH) (Fig. 38); NMR de *C (DMSO-ds, 75.4 MHz)
8/ppm 25.67 (C-2), 117.27 (C-2°), 120.49 (C-3"), 123.14 (C-5"), 131.73 (C-6"), 134.54 (C-
4%), 141.56 (C-17), 169.12 (C-1), 170.236 (-COOH) (Anexo 1).

Acido 2-(3-carboxi-acriloilamino)-benzoéico, (C2).

Acido antranilico (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido maléico (1.43 g, 15
mmol) en THF (20 mL) durante 2 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purifico en etanol y carbon activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio para obtener C2 (rendimiento 90.2 %) como un s6lido amorfo de color beige,
pf: 195 + 2 °C. NMR de *H (DMSO-dg, 300 MHz); &/ppm 6.29 (1H, d, J = 12.05 Hz, H-3),
6.58 (1H, d, J = 11.90 Hz, H-2), 7.17 (1H, t, J = 7.55 Hz, H-5"), 7.59 (1H, t, J = 7.85 Hz,
H-4%), 7.98 (1H, d, J = 7.78 Hz, H-6"), 8.46 (1H, d, J = 8.24 Hz, H-3"), 11.31 (1H, s, -NH),
13.32 (2H, br, -COOH) (Fig. 41); NMR de **C (DMSO-dg, 75.4 MHz) &/ppm 117.55 (C-
2%), 120.95 (C-3°), 123.95 (C-5"), 129.98 (C-3), 131.83 (C-6), 134.01 (C-2), 134.80 (C-4"),
140.88 (C-1), 164.31 (C-1), 167.22 (C-4), 170,08 (-COOH) (Anexo 1)
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Acido 2-(3-carboxi-propionilamino)-benzdico, (C3).

Acido antranilico (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido succinico (1.46 g, 15
mmol) en THF (20 mL) durante 2 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purifico en etanol y carbon activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio para obtener C3 (rendimiento 90.1 %) como un sélido amorfo de color café-
amarillo, pf; 187 + 2 °C. NMR de *H (DMSO-ds, 300 MHz); 8/ppm 2.55 (2H, t, H-2), 2.60
(2H, t, H-3), 7.10 (1H, s, H-5%), 7.55 (1H, s, H-4"), 7.96 (1H, d, J = 6.25 Hz, H-6"), 8.47
(1H, d, J = 7.02 Hz, H-3"), 11.18 (1H, s, -NH), 12.77 (2H, br, -COOH) (Fig. 44); NMR de
B3C (DMSO-ds, 75.4 MHz) &/ppm 29.32 (C-2), 32.79 (C-3), 116.74 (C-2°), 120.40 (C-3"),
123.14 (C-5°), 131.79 (C-6"), 134.79 (C-4’), 141.60 (C-1"), 170.30 (C-1), 170.93 (-COOH),
174,36 (C-4) (Anexo 1).

Acido 2-(4-carboxi-butirilamino)-benzéio, (C4).

Acido antranilico (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido glutarico (1.66 g, 15
mmol) en THF (20 mL) durante 48 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto se purificd en etanol y carbdn activado; se elimind el solvente y se sec6 al vacio
para obtener C4 (rendimiento 90.9 %) como un so6lido amorfo de color beige-blanco, pf:
142 + 2 °C. NMR de 'H (DMSO-ds, 300 MHz); 8/ppm 1.81 (2H, t, J = 6.63 Hz, H-3), 2.28
(2H, t, J = 6.56 Hz, H-2), 2.40 (2H, d, J = 6.86 Hz, H-4), 7.11 (1H, t, J = 7.17 Hz, H-5"),
7.55 (1H, t, J = 7.32 Hz, H-4"), 7.95 (1H, d, J = 7.47 Hz, H-6"), 8.46 (1H, d, J = 7.93 Hz,
H-3%), 11.10 (1H, s, -NH) (Fig. 47); NMR de **C (DMSO-ds, 75.4 MHz) &/ppm 20.89 (C-
3), 33.42 (C-2), 37.13 (C-4), 117.08 (C-27), 120.64 (C-3”), 123.21 (C-5"), 131.73 (C-6"),
134.70 (C-4%), 141.48 (C-17), 170.24 (C-1), 171.49 (C-5), 174.81 (-COOH) (Anexo 1).
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Acido 2-propionilamino-benzoéico, (C5).

Acido antranilico (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido propiénico (1.90 g, 15
mmol) en THF (20 mL) durante 48 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purifico en etanol y carbon activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio, finalmente se recristalizé en etanol a temperatura ambiente para obtener C5
(rendimiento 83.4 %) como cristales con un pf: 110 + 2 °C. NMR de *H (DMSO-dg, 300
MHz); 8/ppm 1.10 (3H, m, J = 1.62 Hz, H-3) 2.39 (2H, m, J = 7.60 Hz, H-2), 7.10 (1H, t, J
=7.60 Hz, H-5%), 7.55 (1H, t, J = 7.84 Hz, H-4"), 7.96 (1H, t, J = 7.92 Hz, H-6"), 8.50 (1H,
d, J = 8,57 Hz, H-3), 11.15 (1H, s, -NH) (Fig. 50); NMR de *C (DMSO-ds, 75.4 MHz)
d/ppm 10.02 (C-3), 31.32 (C-2), 116.87 (C-2), 120.43 (C-3”), 123.07 (C-5"), 131.77 (C-
6%), 134.72 (C-4°), 141.70 (C-17), 170.31 (C-1), 172.65 (-COOH) (Anexo 1).

N-(2-Hidroxi-5-methil-fenil)-acetamida, (C11).

2-amino-4-methyl-phenol (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido acético (1.66 g,
15 mmol) en THF (20 mL) durante 4 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purifico en etanol y carbon activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio para obtener C11 (rendimiento 69.3 %) como polvo amorfo con pf = 155.5 +
2 °C. NMR de *H (DMSO-dg, 300 MHz); 8/ppm 2.08 (3H, s, H-1), 2.17 (s, H-7"), 3.37 (1H,
s, -OH), 6.73 (1H, s, H-6"), 7.47 (1H, s, H-5), 9.27 (1H, s, H-3"), 9.48 (1H, s, -NH) (Fig.
53); NMR de **C (DMSO-dg, 75.4 MHz) 8/ppm 21.05 (C-1), 24.26 (C-7°), 116.39 (C-6"),
123.42 (C-3%), 125.67 (C-5°), 126.73 (C-2’), 128.13 (C-7’), 146.20 (C-1"), 169.60 (C-2)
(Anexo 1).

Acido 3-(2-Hidroxi-5-metil-fenilcarbamoil)-acrilico, (C12).

2-amino-4-methyl-phenol (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido maléico (1.60
g, 15 mmol) en THF (20 mL) durante 4 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purifico en etanol y carbon activado; se elimind el solvente y se

seco al vacio para obtener C12 (rendimiento 96.5 %) como polvo amorfo con pf = 186 + 2
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°C. NMR de *H (DMSO-dg, 300 MHz); &/ppm 2.20 (3H, s, H-7), 6.34 (J = 12.33 Hz, d, H-
2), 6.68 (1H, s, H-3), 6.79 (1H, s, H-6"), 6.80 (1H, s, H-5"), 7.62 (1H, s, H-3"), 9.64 (1H, s,
-NH), 9.89 (1H, s, -COOH) (Fig. 56); NMR de **C (DMSO-ds, 75.4 MHz) 8/ppm 21.04 (C-
7), 116.07 (C-6), 123.86 (C-3"), 125.54 (C-2°), 126.61 (C-5"), 128.20 (C-4"), 131.47 (C-
2), 132.56 (C-3), 146.75 (C-1), 164.02 (C-4), 167.67 (C-1) (Anexo 1).

Acido N-(2-Hidroxi-5-metil-fenil)-succinamico, (C13).

2-amino-4-methyl-phenol (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido succinico (1.62
g, 15 mmol) en THF (20 mL) durante 4 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purificd en etanol y carbdn activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio para obtener C13 (rendimiento 94.8 %) como polvo amorfo con pf =172 + 1
°C. NMR de *H (DMSO-dg, 300 MHz); &/ppm -0-005 (3H, s, H-7"), 2.50 (J = 2.93 Hz, t,
H-3), 2.62 (1H, t, J = 6.46, H-2), 3.36 (1H, s, -OH), 6.73 (2H, s, H-5’ y 6), 7.53 (1H, s, H-
3%), 9.24 (1H, s, -NH) (Fig. 59); NMR de **C (DMSO-ds, 75.4 MHz) &/ppm 21.05 (C-7°),
29.64 (C-3), 31.39 (C-2), 116.24 (C-6°), 123.20 (C-3’), 125.48 (C-5°), 126.71 (C-2"),
128.13 (C-4%), 146.00 (C-1°), 171.27 (C-4), 174.55 (C-1) (Anexo 1).

Acido 4-(2-Hidroxi-5-metil-fenilcarbamoil)-butirico, (C14).

2-amino-4-methyl-phenol (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido glutérico (1.85
g, 15 mmol) en THF (20 mL) durante 6 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purifico en etanol y carbon activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio para obtener C14 (rendimiento 92.1 %) como polvo amorfo con pf = 147 + 2
°C. NMR de *H (DMSO-ds, 300 MHz); 8/ppm 1.79 (3H, m, J = 7.34, H-3), 2.27 (1H, J =
7.48 Hz, t, H-2), 2.40 (1H, t, J = 4.34, H-2), 3.37(1H, s, -OH), 6.73 (2H, s, H-5’ y 6°), 7.48
(1H, s, H-3%), 9.21 (1H, s, -NH) (Fig. 62); NMR de **C (DMSO-ds, 75.4 MHz) &/ppm
21.02 (C-77), 21.34 (C-3), 33.63 (C-4), 35.66 (C-2), 116.39 (C-6"), 123.57 (C-3”), 125.71
(C-5°), 126.63 (C-2°), 128.16 (C-4"), 146.30 (C-1°), 171.99 (C-5), 174.87 (C-1) (Anexo 1).
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Acido N-(2-Hidroxi-5-metil-fenil)-propionamida, (C15).

2-amino-4-methyl-phenol (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido glutérico (2.11
g, 15 mmol) en THF (20 mL) durante 4 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purifico en etanol y carbon activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio para obtener C15 (rendimiento 94.2 %) como polvo amorfo con pf =84.5 + 2
°C. NMR de 'H (DMSO-dg, 300 MHz); 8/ppm 1.07 (3H, t, J = 7.48, H-3), 2.17 (1H, s, H-
77), 2.42 (1H, m, J = 7.34, H-2), 3.36 (1H, s, -OH), 6.73 (2H, s, H-5’ y 6°), 6.74 (1H, s, H-
5%), 7.50 (1H, s, H-3"), 9.18 (1H, s, -NH) (Fig. 65); NMR de *C (DMSO-ds, 75.4 MHz)
d/ppm 10.50 (C-3), 21.04 (C-77), 29.76 (C-2), 116.42 (C-67), 123.35 (C-3°), 125.56 (C-5"),
126.76 (C-2°), 128.17 (C-4"), 146.18 (C-17), 173.26 (C-1) (Anexo 1).

N-(2-Hidroxi-5-nitro-fenil)-acetamida, (C21).

2-amino-4-methyl-phenol (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido acético (1.66 g,
15 mmol) en THF (20 mL) durante 4 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purificd en etanol y carbén activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio para obtener C21 (rendimiento 88.4 %) como polvo amorfo con pf = 287 + 2
°C. NMR de *H (DMSO-ds, 300 MHz); 8/ppm 2.14 (3H, s, H-2), 3.37 (s, -OH), 7.03 (1H,
d, H-6), 7.90 (1H, d, H-5), 8.94 (1H, s, -NH), 9.47 (1H, s, H-3") (Fig. 68); NMR de **C
(DMSO-ds, 75.4 MHz) &/ppm 24.54 (C-2), 115.30 (C-6°), 117.14 (C-3’), 121.08 (C-5"),
127.54 (C-2°), 139.78 (C-4°), 154.38 (C-1°), 170.05 (C-1) (Anexo 1).

N-(2-Hidroxi-5-nitro-fenil)-propionamida, (C25).

2-amino-4-methyl-phenol (2 g, 15 mmol) se hizo reaccionar con anhidrido maléico (1.69
g, 15 mmol) en THF (20 mL) durante 4 h, a temperatura ambiente y agitacion constante. El
compuesto obtenido se purificé en etanol y carbon activado; se elimind el solvente y se
seco al vacio para obtener C25 (rendimiento 86.3 %) como polvo amorfo con pf = 246.5 +
2 °C. NMR de *H (DMSO-ds, 300 MHz); 8/ppm 1.07 (3H, t, J = 7.48 Hz, H-3), 2.47 (2H, J
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= 7.92 Hz, m, H-2), 3.37 (1H, s, -OH), 7.02 (1H, d, J = 9.10 Hz, H-6"), 7.90 (1H, d, J =
2.64, H-5%), 8.96 (1H, s, -NH), 9.37 (1H, s, H-3") (Fig. 71); NMR de **C (DMSO-dg, 75.4
MHz) 8/ppm 10.24 (C-3), 29.85 (C-2), 115.29 (C-6°), 117.11 (C-3°), 121.01 (C-5°), 127.57
(C-2%), 139.81 (C-4"), 154.38 (C-1"), 173.68 (C-1) (Anexo 1).

Metil 2-{[(4-metilfenil)sulfonil]amino}benzoato, (2)

Cloruro de 4-metilbenzensulfonilo (3.77 g, 19.8 mmol) fue afiadido a una solucion de metil
2-aminobenzoato (1) (2.60 g, 17.2 mmol) en piridina (5.20 g) a una temperatura interna de
0 °C. La mezcla de reaccion se calenté suavemente a 25 °C y se agité por 11 h. Se agreg6
agua a 5 °C y se se agito por 1 h mas; luego se mantuvo en refrigeracién (5 -10 °C) por 12
h. Los cristales resultantes se aislaron por filtracion y se secaron para obtener 2 como un
polvo amarillo pélido. pf: 111 °C, rendimiento: 82.2 %. *H NMR (300 MHz, DMSO-d6): &
2.28 (3H, s), 3.64 (H, s), 7.12-7.82 (8H, m), 10.43 (1H, br s). **C NMR (75 MHz, DMSO-
d6): 6 21.59, 53.33, 118.13, 120.3, 124.49, 127.64, 130.55, 131.70, 135.17, 136.30, 139.44,
144.79, 168.32. IR (KBr): 3445, 3134, 2361, 1690 cm™.

Metil 2-{(3-cianopropil)[(4-metilfenil)sulfonilJamino}benzoato, (3)

Una mezcla del N-tosilbenzoato (2) (2.04 g, 6.68 mmol), 4-clorobutanonitrilo (0.815 g,
7.87 mmol), carbonato de potasio (1.83 g, 13.2 mmol) y yoduro de potasio (0.326 g, 1.96
mmol) en 2-butanona (3.06 g) se agit6 a reflujo por 12 h. Luego, se agreg6 agua a 0-5 °C a
la mezcla y se agito por 1 h. Los cristales resultantes se aislaron por filtracion y sesecaron
para obtener 3 como un polvo blanco. pf: 112 °C, rendimiento: 80.1 %. *H NMR (300
MHz, DMSO-d6): 6 1.71 (2H, t), 2.36 (3H, s), 2.63 (2H, t), 3.48 (2H, s), 3.76 (H, s), 6.90 -
7.76 (8H, m). *C NMR (75 MHz, DMSO-d6): & 14.23, 21.67, 24.86, 50.04, 52.81, 120.99,
127.88, 129.04, 129.19, 130.47, 131.27, 133.14, 133.36, 135.28, 137.83, 144.36, 167.03. IR
(KBr): 3440, 2935, 2241, 1732 cm™.
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1-[(4-metilfenil)sulfonil]-5-0x0-2,3,4,5-tetrahidro-1H-1-benzazepina-4-carbonitrilo, (C9)

Se agrego tert-butdxido de potasio (1.76 g, 15.7 mmol) a una disolucion de 3 (2.91 g, 7.81
mmol) en DMF anhanhidro (8.748.74 mL) a una temperatura interna de -10 °C. La mezcla
se calentd a0 — 5 °C y se agitd por 2 h. Se agregd agua a la mezca a una temperatura de 0 —
5 °C, luego, se agregaron 2.2 mL de acido clorhidrico 37 % gota a gota, y la mezcla se
agité a 5 °C por 1 h més. El precipitado se aislo por filtracion como C9 crudo. Luego, se
agregd metanol al C9 crudo y se agité por 30 min a reflujo, subsecuentemente, la
temperatura se bajo a 5 °C y se agitd por 1 h mas. Los cristales resultantes se aislaron por
filtracion y se secaron para obtener C9 como un polvo blanco que funde a 152 — 153 °C.
Rendimiento: 77.2 %. *H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & 2.09 (2H, m), 2.41 (3H, s), 3.39
(2H, br s), 7.31-7.58 (8H, m), 11.1 (1H, br s). *C NMR (75 MHz, DMSO-d6): & 21.79,
26.59, 56.64, 82.16, 119.10, 127.46, 129.27, 130.60, 132.00, 132.20, 135.22, 136.92,
137.54, 143.94, 166.04. IR (KBr): 3440, 2934, 2241, 1732 cm™.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La via de sintesis para el compuesto C9, fue originalmente propuesta por Tsunoda y cols.
en 2004 como parte de la sintesis de Conivaptan. Con cambios menores, hemos tomado la
misma via de sintesis: metil 2-aminobenzoato fue mezclado con cloruro de p-
toluensulfonilo (TsCl), en piridina; la mezcla de reaccion se agito a 25 °C por 11 h. A fin
de incrementar el rendimiento, el tiempo de reaccién fue incrementado a 7 h, sin embargo,
el rendimiento fue 10 % menos que el ya reportado, con las principales pérdidas en laetapa
de filtrado. Para finalizar la reaccion, agregamos agua a 5 °C bajo agitacion constante, por
1 h. Se enfrié a 5 °C la mezcla de reaccién a fin de promover la formacién de cristales de
metil 2-{[(4-metilfenil)sulfonilJamino}benzoato. Los cristales fueron aislados por filtracion
y después secados, con un rendimiento de 82.2 %. El 4-clorobutanonitrilo, carbonato de
potasio y yoduro de potasio se mezclaron con el N-tosil benzoato de la reaccién anterior,
luego, la mezcla se disolvio en 2-butanona. La mezcla se agit6 a reflujo por 12 h para luego
dejarla atemperar. Fue necesario afiadir agua destilada a 5 °C para favorecer la formaciéon
de cristales de metil 2-{(3-cianopropil)[(4-metilfenil)sulfonil]Jamino}benzoato. Luego,
Ilevamos a cabo la reaccion modificada de Dieckmann (Tsunoda et. al., 2004) a fin de cerrar
la benzoacepina. Este enfoque incorpora el uso de t-BuOK en lugar de hidruro de sodio a
fin de evitar la evolucidn de gas, ademas de la necesidad de purificar para remover el aceite
necesario para remover e hidruro de sodio. Una vez disuelto el metil 2-{(3-cianopropil)[(4-
metilfenil)sulfonilJamino}benzoato en DMF a -10 °C, se afiadié t-BuOK. La mezcla fue
suavemente agitada por 2 h, la temperatura se mantuvo entre 0 — 5 °C. Suavemente se
agregd agua. Se agregé HClconc. Gota a gota hasta un volumen final de 2.2 mL, con
agitacion constante. Después de 1 h, la mezcla formé un precipitado blanco (C9 crudo) que
fue disuelto en metanol y se mantuvo a reflujo por 30 min. La mezcla de reaccion se enfrio
a 5 °C a fin de formar 1-[(4-metilfenil)sulfonil]-5-o0x0-2,3,4,5-tetrahidro-1H-1-
benzoazepina-4-carbonitrilo, (C9) como un precipitado blanco que funde a 152 — 153 °C,
consistente con lo reportado por Tsunoda T. et, al. (2004). Los espectros de NMR para C9
(en DMSO- 66) y los espectros IR evidencian un grupo OH en forma de enol en la posicion
5, consistente con lo ya reportado Tsunoda T. et, al. (2004). Una vez sintetizado el

compuesto C9, fue sometido a ensayos biologicos como se describe a continuacion.
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A fin de evaluar el efecto de C9 sobre los V1AR, realizamos un modelo bioldgico de
anillos de aorta. Se sabe que en la activacion de AVPR2 endoteliales por AVP, se produce
una liberacion de éxido nitrico (NO), un potente vasodilatador de vida media corta
(Okamura, et. al., 1999). Los experimentos de anillos de aorta mostraron que el endotelio
vascular no juega un papel importante sobre la maxima contraccion de VSM inducida por
AVP, posiblemente debido al tamafio tan pequefio de los anillos y a las pocas células
endoteliales que liberan moléculas de NO que no son suficientes para inducir la relajacion

de los anillos.

Una vez que la influencia del endotelio sobre la contraccion de los anillos de aorta fue
eliminada, se evalud el efecto de los compuestos sobre la contraccion de anillos intactos. La
actividad bloqueadora de AVP sobe la contraccion de los anillos inducida por AVP fue
valuada empleando varias concentraciones de C9 (0.0, 5.9, 59 and 590 uM). Los
resultados mostraron que el DMSO no modifica la respuesta de AVP, mientras modifica la
respuesta de AVP, mientras que dosis logaritmicas de C9 causan una disminucién de la
respuesta a AVP en una forma dosis-dependiente. Sin embargo, diferencias significativas
ocurrieron solo en las dosis de 59 y 590 uM. Estos resultados sugieren fuertemente que C9

tiene un efecto antagonista a AVP, posiblemente actuando en los AVPR1A.

Las arilamidas también fueron evaluadas en el modelo de anillos de aorta, sin embargo los
resultados fueron muy variados. Mientras algunas arilamidas tienden a contraer el tejido
como en el caso de C1, C2, C3, C5 y C14 (p > 0.05) manera no significativa, los demas

provocan relajacién del anillo.

Se sabe que el fragmento arilamida se encuentra ampliamente distribuido en diversos
farmacos, lo cual nos lleva a pensar que estos compuestos son capaces de llegar a diferentes
tipos de receptores, y aunque los resultados evidencian que esta estructura por si sola no es
capaz de bloquear la unién a AVP, muy probablemente actien como bloqueadores a los
canales de calcio. Los compuestos C4, C11, C12, C21 y C25, mostraron un efecto relajante
del anillo de aorta que fue del 40 al 80 % respecto a la tension inicial, cabe resaltar que los

compuestos C21 y C25 guardan estructuras cercanas a nifedipina, el cual e
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S una antagonista a los canales de calcio bien conocido. Esto pudiera quedar de antecedente
para desarrollar este tipo de compuestos bloqueadores de canales de Calcio.

Se sabe que AVP es liberada cuando la osmolaridad plasmaética se incrementa y /o su
volumen es reducido. De igual forma, la liberacion de AVP se inhibe cuando la
osmolaridad plasmatica disminuye y/o el volumen se incrementa (Jackson, 2006; Wagner
and Braunwald, 1956). Los animales sometidos a la prueba de acuaresis, en la cual el
volumen plasmaético es inducido, experimentan una disminucién en la secrecion de AVP
(Jackson, 2006). Asi, midiendo los cambios en el flujo urinario, hemos evaluado el efecto

de C9 como un bloqueador del efecto antidiurético provocado por AVP exdgena.

La Fig. 39 muestra los efectos de AVP (50 pU) y AVP mas C9 (100 pg/Kg de p.c.) sobre
el flujo urinario. Después de un periodo de estabilizacion, la administracion de AVP indujo
una disminucién en el flujo urinario (efecto antidiurético), el cual regresa a su nivel basal.
La administracion de AVP junto con C9 al minuto 60 no indujo cambios importantes sobre
el flujo urinario. Esto indica que C9 bloqued el efecto antidiurético provocado por AVP.
Estos resultados sugieren fuertemente que C9 puede actuar como un antagonista de los
AVPR2.

Debido a que el flujo urinario también depende de los cambios en la presion arterial, ésta
fue medida de forma simultanea a fin de descartar el efecto vasopresor de AVP a esa
concentracion. El resultado mostr6 que ni la administracion de AVP sola ni la de AVP con
C9 afectaron la presion sanguinea sistolica, diastélica o media. Estos resultados indican que
a la dosis empleada, el efecto de AVP y C9 ocurren principalmente en el sistema tubular

del rifidn.

En relacion con los efectos de AVP y C9 sobre la concentracion de sodio urinario, ocurrié
un inesperado y pasajero incremento en la concentracion de sodio, sin cambios en el flujo
urinario durante el periodo de estabilizacién. Yamamura, et. al. (1992) demostré el efecto
acuarético de OPC31260, un antagonista a AVP ya probado, que al igual que C9, contiene
un anillo benzoacepinico en su estructura, mismo que podria ser considerado como un
posible farmacoforo de la familia de los vaptanes (Contreras-Romo, et al., 2013, submitted),

soportando la ideaque el mecanismo de efecto acuarético de C9 puede ser similar a la de
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OPC31260. Estos experimentos sugieren que C9 posee afinidad por los AVPR1A y
AVPR2.

Para evaluar el efecto de los compuestos sobre la presion sanguinea, realizamos pruebas
preliminares en la cuales notamos que el mayor efecto de las arilamidas se notaba a la
concentracion empleada (100 ng/Kg p.c.), sin embargo al realizar el estadistico, para todos
los casos resultd no significativo (valor p > 0.05). EI compuesto C9 no pudo ser evaluado
ya que por su naturaleza altamente lipofilica no pudo ser administrado via IV (el catéter se
disolvia). Sin embargo, se requieren estudios méas especificos a fin de determinar la
concentracion idonea a la cual se puedan obtener resultados satisfactorios.

Para explicar el posible mecanismo de accion de C9, también realizamos estudios tedricos

de acoplamiento molecular (docking).

La estructura quimica de cada compuesto se construyd utilizando el programa HyperChem,
para obtener sus estructuras 3D, cada una fue sometida a una minimizacion, luego la
conformacién asociada con la menor energia y maxima estabilidad se obtuvo mediante una
optimizacion con el método semi-empirico AM1 en el programa Gaussian 98, para asi
realizar las pruebas de docking.

Los estudios de docking sugieren que el bolsillo de unién de C9 sobre los AVPR1A esta
constituido por residuos de amino acidos como: T206, F207, P318, R214, S314, V217,
Y216, S213, F189, G212 y W211. C9 exhibi6é importantes interacciones del tipo m-m con
F207, W211 y Y216. Sin embargo, es posible que la interaccion que gobierna la gran
afinidad de C9 sobre los AVPR1A se deba a puentes de hidrégeno con R214, hecho que
coincide con otros estudios de dockin en la familia de los vaptanes (Contreras-Romo, et al.,
2013, submitted).

En el caso de los AVPR2, los resultados mostraron que el bolsillo de unién esta
conformado por: W200, P199, Q180, Q174, 1209, Y124, M123, F287, Q291 y A294
haciendo interacciones del tipo puente de hidrogeno entre C9 y la cadena lateral de Q291,

ademas de interacciones del tipo m-n con F287, Y124 y W200, principalmente.

102



Sintesis y Caracterizacion Quimicay Farmacodinémica de Antagonistas no-Peptidicos de los Receptores V1ay V2 de Vasopresina DISCUSION DE RESULTADOS

Respecto a las energias libres de unién, los resultados no fueron alentadores, sin embargo,
estudios de dindmica molecular han demostrado ser una excelente herramienta para
encontrar la mejor conformacion de las proteinas para poder realizar estudios de docking
con éxito. Estudios posteriores de dinamica molecular, realizados por la Dra. Martinez-
Archundia, et. al., (no publicados) , sugieren que una simulacion de 5 ns del AVP1AR es
necesaria para que la proteina sea estable, mientras que para el AVPR2 se requiere de 3 ns.
Ya con estas simulaciones, es posible dilucidar las energias libres de unién, que para el
AVPRI1A fue de -8.47 kcal/mol y para el AVPR2 de -5.76 kcal/mol.

De acuerdo a estos resultados de docking, es posible que el compuesto C9 alcance los sitios
activos de los AVPR1A y AVPR2. Debido a que el tamafio de molécula de C9 respecto a la
de AVP es muy pequefia, es posible que C9 alcance la cavidad del receptor y asi impida la
union de AVP. Ademas, este ligando contiene residuos aromaticos que facilitan su

interaccién con la proteina.
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CONCLUSION

Los resultados de este trabajo demostraron que la estructura quimica de C9 es similar a la
mayoria de los vaptanes, cuyo nucleo de benzoacepina es un fragmento clave de esta
familia de farmacos. Los estudios de docking mostraron que el compuesto alcanza el
bolsillo de union previamente reportado para los vaptanes, es decir, que interactia con
aminoacidos clave en el reconocimiento a AVP. C9 exhibié efectos vasopresores y
acuareticos cuando fue evaluado en modelos experimentales de contractilidad de musculo
liso vascular y diuresis en rata. Los resultados indican que C9 puede ser desarrollado como
un potencial farmaco en el tratamiento de patologias relacionadas al desequilibrio
hidroelectrolitico tal como: hiponatraemia, el sindrome de secrecion inapropiada de ADH,
insuficiencia cardiaca, cirrosis hepatica y ascitis, principalmente. Sin embargo, aun se
requieren pruebas toxicoldgicas y modelos experimentales de estas enfermedades a fin de
probar esta suposicion.
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GLOSARIO

Acoplamiento Molecular. Método computacional que busca formas de union entre
ligandos potenciales (un farmaco) y un blanco macromolecular (normalmente células,
proteinas 0 procesos quimicos), cuya estructura es conocida experimentalmente.
Particularmente, el acoplamiento molecular se aplica para encontrar la orientaciéon y
posicién de un ligando en el sitio activo de su blanco macromolecular, sin conocer el
resultado final, es decir, la conformacion tridimensional de la union ligando-receptor. Esta
ultima es normalmente estudiada por la cristalografia de rayos X, o analizando los
complejos de energia de la resonancia magnética nuclear. El objetivo de la técnica consiste
en encontrar la unién mas probable entre el ligando y el receptor, es decir, la que menos
energia requiera (a menor energia, mas fuerte la union) asi como el sitio idéneo de union

molecular.

Agonista. Es aquella sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y provocar una
accion determinada en la célula generalmente similar a la producida por una sustancia

fisiologica.

Amida. Una amida es un compuesto organico cuyo grupo funcional es de tipo RCONR’R”’,
siendo CO el grupo funcional carbonilo, N un 4tomo de nitrégeno, y R, R’, R’ radicales
organicos o atomos de hidrogeno. Se puede considerar como un derivado de un &cido
carboxilico por sustitucion de grupo oxidrilo (-OH) del &cido por un grupo —NH2, -NHR 6

—NRR’ llamado grupo amino.

Antagonista. Un antagonista es un tipo de farmaco que al unirse a un receptor celular no

provoca una respuesta bioldgica, pero bloguea o detiene respuestas mediadas por agonistas.

Benzoacepina. O benzazepina, son compuestos quimicos heterociclicos que consisten en

un anillo de benceno fusionado a un anillo de azepina.

Descriptor molecular. Es un valor numérico que representa propiedades caracteristicas de

una molécula.
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Modelado molecular. EI modelado molecular o simulacion molecular es un término
general que engloba métodos tedricos y técnicas computacionales para modelar, imitar y
predecir el comportamiento de moléculas. Las técnicas y métodos utilizados se encuentran
en un amplio rango de campos de la fisica (termodinamica, mecanica clasica, mecanica
estadistica, mecanica cuéntica, fisica matematica y ciencia de materiales), la quimica
computacional y la bioquimica para el estudio de sistemas moleculares que abarcan desde

pequefios sistemas quimicos a grandes moléculas biologicas y materiales cristalinos.

QSAR. Es el proceso por el cual la estructura quimica se correlaciona cuantitativamente
con un proceso bien definido, como la actividad biolégica (union de un farmaco con un
receptor) o la reactividad quimica (afinidad de una sustancia por otra para que produzcan

una reaccion).

Receptor. El término receptores designa a las proteinas que permiten la interaccion de
determinadas sustancias con los mecanismos del metabolismo celular. Los receptores son
proteinas o glicoproteinas presentes en la membrana plasmatica, en las membranas de los
organulos, en el citosol celular o en el nacleo celular, a las que se unen especificamente
otras sustancias quimicas llamadas moléculas sefializadoras, como las hormonas y los
neurotransmisores. La union de una molécula sefializadora a sus receptores especificos
desencadena una serie de reacciones en el interior de las células (transduccion de sefial),
cuyo resultado final depende no solo del estimulo recibido, sino de muchos otros factores,

como el estadio celular, la presencia de patdgenos, el estado metaboélico de la célula, etc.

Sintesis quimica. Es el proceso por el cual se producen compuestos quimicos a partir de
simples o precursores quimicos.1 Su rama mas amplia es la sintesis organica. También es
realizada por los organismos vivientes en su metabolismo. El objetivo principal de la
sintesis quimica, ademéas de producir nuevas sustancias quimicas, es el desarrollo de
métodos mas econdmicos y eficientes para sintetizar sustancias naturales ya conocidas,
como por ejemplo el acido acetilsalicilico (presente en las hojas del sauce) o el &cido

ascorbico o vitamina C, que se encuentra de forma natural en muchos vegetales.
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Figura 41. Espectro IR de C1.
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Figura 42. Espectro IR de C2.
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Figura 43. Espectro IR de C3.
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Figura 44. Espectro IR de C4.
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Figura 45. Espectro IR de C5.
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Figura 46. Espectro IR de C11.
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Figura 47. Espectro IR de C12.
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Figura 48. Espectro IR de C13.
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Figura 49. Espectro IR de C14.
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Figura 50. Espectro IR de C15.
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Figura 51. Espectro IR de C21.
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Figura 52. Espectro IR de C25.
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Figura 53. Espectro IR de C2.
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Figura 54. Espectro IR de C3.
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Figura 55. Espectro IR de CO9.
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