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La inhibicién de la sintasa del oxido nitrico (NOS) se ha
convertido en uno de los principales objetivos de la quimica
meédica en los ultimos afos. La cantidad de procesos vitales
en los que se ve involucrada esta pequefia molécula, el 6xido
nitrico (NO), ha propiciado que a dicha inhibicion se le otorguen
posibles efectos terapéuticos. Sin embargo, la existencia de
tres isoformas (neuronal, inducible y endotelial) de la citada
enzima dificulta el descubrimiento de inhibidores utiles debido a
que generalmente presentan baja selectividad. De entre el gran
numero de familias de compuestos que mejores resultados han
ofrecido, se encuentra la de los indazoles. Derivados como el
7-nitroindazol (1) y el 3-bromo-7-nitroindazol (2) (Figura 1) se
han descrito como inhibidores potentes de las tres isoformas
in vitro, pero selectivos de la NOS neuronal in vivo. Otra
caracteristica de estos compuestos es que son inhibidores
competitivos tanto del sustrato (L-Arginina) como del cofactor
(tetrahidrobiopterina), ya que son capaces de ocupar ambos
sitios tal y como se observa en la Figura 2.
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Figura 1. Derivados de indazol con capacidad inhibitoria sobre la NOS.
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Figura 2. Reconocimiento molecular del 3-bromo-7-nitroindazol (2) en el
dominio del cofactor (izquierda) y del sustrato (derecha)

En esta tesis se ha estudiado un conjunto de derivados de
indazol en su mayoria no descritos hasta el momento, que se
han dividido en dos grandes grupos (no fluorados, Figura 3, y
fluorados, Figura 4) y en cinco familias (3-7; 8-11; 12-17; 18-29;
y 30-36), y que han permitido profundizar en el conocimiento
de sus propiedades inhibidoras sobre la NOS. Los principales
objetivos han sido: a) sintetizar las citadas familias de indazoles,
racionalizando los resultados e interpretando los mecanismos,
b) caracterizar todos los compuestos mediante RMN en
disolucion y estado sdlido, con especial atencion a la posible
existencia de diferentes formas tautomeras y a la formacion
de agregados supramoleculares, c) determinar la estructura
cristalina por medio de difraccién de rayos-X, d) llevar a cabo
calculos computacionales que permitan la interpretacion de
los resultados experimentales, y e) evaluacion biologica de los
derivados preparados a través de ensayos in vitro y resolucion
de estructuras centro activo-inhibidor.

Tetrahidroindazoles

Derivados N-metilados
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Figura 3. Derivados no fluorados de indazol preparados y estudiados.
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Con cada familia de compuestos se
han perseguido objetivos concretos, sien-
do los mas relevantes: la ponderacion
de la importancia de la aromaticidad del
anillo bencénico y el impedimento estérico
(tetrahidroindazoles, 3-7); el estudio de
la incapacidad para establecer enlace de
hidrégeno por parte de uno de los nitro-

100cias@Quned

Facultad de Ciencias

N° 1 (NUEVA EPOCA) | 2008

Tetrafluoroindazoles
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Los ensayos de actividad anti-NOS in R R R
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centro activo-inhibidor. También en este Figura 4. Derivados fluorados de indazol preparados y estudiados.
caso las conclusiones son muy relevantes. En el caso de los
derivados fluorados, se observan modos de unién semejantes a CONCLUSIONES

los de los inhibidores 1 y 2, y la formacién de enlaces de hidro-
geno por parte del atomo de fltor en la posicion 7 (Figura 5).
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Figura 5. Estructura del complejo formado en el centro activo de la
eNOS y el compuesto 13. a) Sitio del sustrato (grupo hemo). b) Sitio del
cofactor BH, (izquierda) y del sustrato (derecha).

1. Se han sintetizado un total de 36 derivados de indazol,
habiendo establecido el mecanismo de su formacion.

2. Se hallevado a cabo un amplio estudio estructural de estos
compuestos por medio de RMN en disolucion ('H, *C, N
y ®F), y en estado sdlido, determinando en cada caso la
especie tautomérica presente y observando el equilibrio
tautomérico de las tetrahidroindazolonas 3-6.

3. La difracciéon de rayos X ha proporcionado la estructura
cristalina de 5 compuestos: 4, 6, 14, 15, 31. En todas, salvo
en la del 6, se han detectado asociaciones intermoleculares
por enlace de hidrogeno, habiéndose observado dimeros
en 15y 31, trimeros en 4 y catémeros en 16.
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4. Los calculos tedricos a diferentes niveles acerca de la esta-
bilidad relativa de las diferentes formas tautémeras de las
moléculas en fase gaseosa permiten racionalizar los resul-
tados experimentales obtenidos, tanto en disolucion como
en estado sélido.

5. Se han realizado ensayos in vitro para la determinacion
de la actividad anti-NOS de un total de 16 compuestos: 1,
2, 3-11 y 13-17. Los resultados de estos ensayos apuntan
hacia la obligatoriedad de la aromaticidad en el anillo de
seis miembros, y presentan a los derivados fluorados como
una alternativa atractiva en el disefio de inhibidores, debido
a la optimizacién de las interacciones aromaticas con el
grupo hemo.

6. Se han resuelto las estructuras cristalinas de varios com-
plejos centro activo-inhibidor mediante difraccion de rayos
X (radiacion sincrotron), observandose en el caso de los
derivados fluorados 13 y 17 la adopcién de modos de unién
semejantes a los de los inhibidores 1y 2.

Tabla 1
Valores de actividad de la NOS en presencia de
los derivados sintetizados 3-11 y 13-17, y de los
inhibidores 1y 2 (en % respecto a la muestra control)
Comp. | % Actividad NOS % Actividad iNOS

1 12+4 164
2 5+1 3+1

3 811 77 £1
4 94+3 102 £ 1
5 102+2 96 + 1
6 98+2 787
7 91 +1 802
8 72,7+0,3 75+3
9 715 64 +1
10 78 £ 1 90 +2
1" 7102 £ 1+10? 93 +1
13 377 17 £1
14 59 +2 79 +1
15 89+2 63+2
16 92+3 20+ 1
17 77+3 94 +7
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