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RESUMEN

Se han sintetizado una nueva familia de depresores del Sistema Nervioso Central,
basado en un sistema denominado actualmente la “utilizacion de fragmentos”. A
uno de los farmacos obtenidos por este procedimiento la OMS le asigné el nombre
de picobenzida. Al tratarse de una benzamida sustituida se prepararon analogos
modificando los sustituyentes del anillo aromatico y se llevé a cabo un estudio
QSAR de la serie, que condujo a la optimizacion de la misma. Un ensayo para
modificar el anillo de piridina condujo a una nueva reaccion de dimerizacion para
esta clase de compuestos.

Palabras clave: Acilaminometilpiridinas; Picolilamidas; Picobenzida; N-6xidos;
QSAR.

ABSTRACT

Pharmaceutical Chemistry of Acylaminomethylpyridines

A new family of central nervous system depressants has been synthesized, applying
the methodology now known as the "use of fragments". One of the drugs produced
by this process was assigned the name picobencide by WHO. Being a substituted
benzamide, analogues were prepared modifying the substituents of the aromatic
ring. A QSAR study was carried out which led to the optimization of the series. A
test to modify the pyridine ring led to a new dimerization reaction of this kind of
compounds.

Keywords: Acylaminomethylyridines; Pycolilamines; Picobenzide; N-oxides;
QSAR.
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1. INTRODUCCION

Tradicionalmente, se han empleado diversos procedimientos de la quimica
farmacéutica para el disefio de farmacos, basados en diversas aproximaciones,
desde el aislamiento e identificacion de productos naturales, hasta la obtencion de
productos de sintesis fundamentados en los conocimientos bioquimicos,
metabodlicos, etc. (1). En la década de los 90 se desplaza el interés hacia la quimica
combinatoria, HTS y el estudio de dianas basado en la estructura de las mismas y el
modelado molecular. No obstante, el resultado no ha sido lo suficientemente
satisfactorios en cuanto a farmacos comercializados (2). Otra herramienta que ha
surgido en los ultimos afios, consiste en el disefio de farmacos basados en el
empleo de fragmentos, considerando que seria mas eficaz chequear muy pocas
moléculas, los “fragmentos” y, a partir de ellas, obtener otras nuevas por union,
expansion o conjugando los mismos (3).

2. DISENO

A principio de los afios 70, iniciamos un programa de investigacién dirigido
a la sintesis de nuevos agentes anticonvulsivantes, utilizando el procedimiento de
selecciéon y union de fragmentos, basandonos en dos modelos de gran interés en
aquella época: la beclamida I y el 4cido valproico II.

Figura 1. - Disefio de N-bencildipropilacetamida.

La beclamida I fue descrita por Kushner y col. en el afio 1951 (4), habiendo
sido empleada para el tratamiento del Gran Mal y de la epilepsia psicomotora (5).
Las propiedades anticonvulsivantes del acido valproico se descubrieron de forma
casual, en un claro ejemplo de serendipia, cuando Meunier observé que algunos
derivados de khellina disueltos en este acido protegian a los animales de
experimentacion de las convulsiones producidas por el cardiazol (6). La aplicacién
clinica se ha dirigido, fundamentalmente, al tratamiento del Pequefio Mal y a las
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epilepsias temporales, debido a su actividad inhibidora de la GABA-a-
cetoglutaratotransaminasa, si bien no son descartables otros mecanismos de
accion (7).

Al considerar como modelos ambos compuestos 1 y II, nos pareci6
razonable la sustitucién en I del radical 2-cloropropionilo por el dipropilacetilo. De
esta forma se llegdé a la N-bencildipropilacetamida III (Figura 1), dotada de una
actividad anticonvulsivante muy débil, pero con una importante accién
espasmolitica inespecifica. Este resultado negativo motiv6 la sustituciéon del resto
acilo en III por el 3,5-dimetilbenzoilo, que simularia en parte una geometria “ciclica
y plana” del radical dipropilacetilo. La N-bencil-3,5-dimetilbenzamida IV asi
obtenida, carece de actividad anticonvulsivante y no es espasmolitica, presentando
una potente actividad adrenolitica. No obstante, los resultados obtenidos para esta
ultima actividad eran muy erraticos, debido posiblemente a su escasa solubilidad
en medio acuoso, lo que motivo la sustitucién del fenilo por los tres regioisémeros
posibles de la piridina, V, VI y VII (Figura 2), potencialmente capaces de formar
sales hidrosolubles. De los tres, VII es el compuesto mas activo, ya que es
adrenolitico, antiespasmddico, depresor de la actividad espontdnea, potenciador
de barbitdricos y analgésicos centrales, hipotermizante y anticonvulsivante en la
prueba de la tiosemicarbazida (8).
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Figura 2. - Origen de las acilaminometilpiridinas.
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Este espectro de actividades, que simula en parte el de algunas fenotiacinas,
motivé que el compuesto VII fuera seleccionado para el desarrollo preclinico y
clinico. La OMS le asign6 el nombre de Picobenzide y en nuestro laboratorio se le
reconocié como M-14012-4. En la FASE 1 clinica, se aplicé en neuroleptoanalgesia,
motivado por su accién potenciadora de los analgésicos centrales (9, 10).
Posteriormente, se detuvo el desarrollo clinico por motivos empresariales (en
Septiembre de 1984 Knoll A.G. adquirié Laboratorios Made y solo se interesé por
la investigacion en cancer).

El estudio de la biotransformaciéon de picobenzida VII en rata demostro,
como era de esperar, que el principal metabolito es el N-6xido (Figura 3) que se
elimina por via renal con gran rapidez (11).
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Figura 3. - Biotransformacién de picobenzida VII.

Debido al interés terapéutico de picobenzida nos propusimos hacer
modificaciones estructurales de acuerdo con la sistematica de la quimica
farmacéutica, iniciando el estudio variando los sustituyentes del anillo bencénico.

3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En una revisiéon bibliografica para conocer el estado de la técnica, se
encontr6 que en el afio 1936, Graf y col. (12) prepararon las tres N-
piridilmetilbenzamidas isémeras. Posteriormente, en una patente del afio 1962
(13), se describen las propiedades hipotensoras que presentan las N-piridilmetil-
3,5-dimetoxibenzamidas, sustituidas en la posiciéon 4 del anillo bencénico y en el
anillo de piridina. Hankovsky y col. (14) describieron la sintesis y los efectos
sedantes antagonistas de la desoxiefedrina de determinadas N-[w-
(piridil)alquil]benzamidas. En un trabajo posterior (15) que las amidas con un
metileno mas entre el NH y el anillo de piridina eran tranquilizantes y analgésicas.

En el afio 1975, se publicé una patente de Upjohn (16) en la que se
describen  N-piridilalquilbenzamidas activadoras de la biogénesis de
prostaglandinas, reivindicando la maxima actividad para la N-(4-piridilmetil)-2-
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clorobenzamida. Finalmente, también se han empleado determinadas N-(4-
piridil)benzamidas como productos de partida para preparar; por hidrogenacién
catalitica las correspondientes piperidinas, de propiedades adrenérgicas (17).

4. INFLUENCIA DE LOS SUSTITUYENTES EN EL FENILO SOBRE LA ACTIVIDAD
4.1. Sintesis de N-piridilmetilbenzamidas
Para la sintesis de las N-piridilmetilbenzamidas con diversos sustituyentes

en el anillo bencénico se han empleado los tres métodos convencionales que se
indican en la Figura 4.

A
COOH S CHa N, - 0
c N H\’ Y.,
DoC HN \
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NICH,-CHy), COOCOCH,CH,

Figura 4.- Sintesis de las N-piridilmetilbenzamidas.

Por el método A se preparé el correspondiente cloruro de benzoilo, que sin
purificaciéon posterior se traté con la aminometilpiridina en medio basico; la
reaccién transcurre con rendimientos medios. Por el método B se realizé la
sintesis por reaccion directa de la amina con el acido en presencia de
diciclohexilcarbodiimida en un disolvente inerte, en las condiciones empleadas en
la obtencion clasica de péptidos, con buenos rendimientos. Finalmente, el método
del anhidrido mixto por reaccién del acido con cloroformiato de etilo y trietilamina
en acetona a 0-5 2C y adiciéon posterior al medio de reacciéon de la amina en
disolucion de acetona acuosa, también con buenos rendimientos. La purificaciéon
posterior se realiz6 en todos los casos por cristalizacion (8).
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Tabla 1. - Caracteristicas de las N-(4-piridilmetil)benzamidas.

=S o]

R

VA
=N

COM. R. MET. CRYST. PF.°C  Rto.% REF.
1 H B EtOH/H,0 |  114-5 60 14
2 4-CHj B H,0 130-1 70 13
3 3-CH, B DMF/H,0 | 104-5 65
4 2-CH; B DMFH,0 146-8 50 13
5 4-t-C4Ho B | BENCENE| 127-0 90
6 4-OCHj B H,0 138-0 65 13
7 4-SCH; B EtOH/H,0 | 150-2 70
8 4-0H B DMF/H,0 >260 40 13
9 4-NO, A EtOH/H,0 | 198-0 66
10 4-NH, 9+H,/Pd | DMF/H,0 260 86 13
11 4-N(CHs), B DMF/H,0 |  206-7 61
12 | 4-NHCOCH; B H,0 233-5 67
13 4-SO,NH, B H,0 235-7 65
14 4-CeHs B | MeOH/H,0 | 193-4 69
15 4-Cl B DMF/H,0 | 133-4 64 13
16 3-Cl B EtOH/H,0 88-0 53
17 2-Cl B EtOH/H,0 98-9 50 12
18 3,5-Cl B DMF/H,0 | 144-6 58
19 4-F A AcOEt/He 88-0 30 13
20 4-CF; C MeOH 167-9 94 12
21 | 4-NHSO,CsHs B AcOEt 180-1 42
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Centrandonos en el las 4-benzoilaminometilpiridinas, se prepararon las
amidas de esa manera y cuyas caracteristicas principales se indican en la Tabla 1,
asf como las referencias correspondientes.

4.2. Estudio de la relacion estructura-actividad de la N-4-piridilmetil-
benzamidas sustituidas en la posicion para

Un estudio inicial tomando todas las amidas de la Tabla 1 no condujo a
resultados significativos, por lo que limitamos el método a las mono sustituidas en
la posicion para de anillo bencénico.

5. EXPRESION DE LA TOXICIDAD Y LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

La determinacion de la toxicidad y de la actividad biolégica puede realizarse
fijando las dosis suministradas de farmaco (equidosis), midiendo la variacién
cuantitativa de la respuesta farmacoldgica, o bien valorando la cantidad de
compuesto que provoca una respuesta estandar (equirespuesta).

Como factor de equirespuesta para la toxicidad se ha utilizado la DL50,
determinada en una poblacién de ratones de raza ICR-Swiss, mediante el método
de Litchfield-Wilconson (15), administrdndose los productos por via
intraperitoneal en forma de hidrocloruro.

Para el estudio QSAR se utilizé el cologaritmo de la dosis letal cincuenta,
pDL50, para cuyo calculo se emplearon valores molares. Los datos obtenidos se
indican en la Tabla 2.

La determinacién de la disminucién de la motilidad espontdnea (A), como
medida de la accion depresora sobre el SNC, se realiz6 segun la técnica descrita por
Irving (19), utilizando una dosis de 72 mg/kg via i.p., en sublotes de cinco ratones
hembras de raza ICR_Swiss, valorandose en el Actimetro cada diez minutos,
durante un tiempo de actuacién de 30 min.

Para cuantificar la actividad se empleé el % de la disminuciéon de la
motilidad espontanea a la dosis indicada. Los resultados se indican en la Tabla 3.

6. ESTUDIO QSAR DE LA TOXICIDAD Y DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
6.1. Toxicidad
Se aplicé el método de Hansch-Fujita para correlacionar la estructura

quimica con la toxicidad y actividad farmacolégica de las benzamidas sustituidas
en para, empleado los pardmetros fisico-quimicos habituales (20).
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En la Tabla 4 se representa la matriz de correlaciéon de los parametros
electronicos, de lipofilia y estéricos mas generales frente a la toxicidad para los
compuestos relacionados en la Tabla 2.

Tabla 2. - Toxicidad de las N-(4-piridilmetil)benzamidas para sustituidas.

: O
R
HN

COMPUESTO DLsg
Mol/kg.107
2 364,4 2,79
5 t-C4Ho 114.7 0,427 3,379
6 O-CHj 390,0 1,610 2,79
8 OH 1277,7 5,597 2,25
9 NO, 350,1 1.355 2,87
10 NH, 613,1 2,697 2,57
11 N(CHs), 300,0 1,175 2,92
12 NHCOCH; | 1333,8 4,953 2,30
13 SO,NH, 1314,1 4,511 2,34
15 Cl 240,0 0,973 3,01
19 F 339,1 1,473 2,83

A partir de la matriz de correlacién y teniendo en cuenta el bajo valor de la
significacion estadistica del parametro electronico o, se establecieron las
siguientes ecuaciones de correlacion:

pDL50 = 0,2893 + 2,7682 [1]
n=11 r=0,889 s=0,148

pDL50 = 0,2834m + 0,0045MR + 2,77270 [2]
n=11 r=0,889 s=0,148
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Tabla 3.- Valores determinados de la accién depresora de las N-(4-piridilmetil)benzamidas p-
sustituidas.

COMPUESTO A lgA
2 . CH, | 563 | 1,7505
5 t-C4Ho 97,5 1,9890
6 O-CH; 72,9 1,8627
8 OH 98,3 1,9925
9 NO, 85,1 1,9299
10 NH, 65,6 1,8169
11 N(CHs), 93,6 1,9713
12 NHCOCH; 99,8 1,9991
13 SO,NH, 90,2 1,9552
15 Cl 953 1,9791
19 F 97,6 1,9894

De las Ecuaciones 1 y 2 se deduce que la toxicidad depende exclusivamente
de fenémenos de lipofilia, ya que la introducciéon del parametro estérico MR no
modificé el valor del coeficiente de correlacién. Para conseguir parametrizar mejor
estos efectos, deberian utilizarse constantes de lipofilia caracteristicas de esta
serie de amidas, es decir, recurriendo a parametros experimentales de facil
determinacion, tales como el ARm cromatografico en lugar de las constantes
tabuladas  de Hansch. Asi se llegé a la Ecuacién 3.

pDL50 =aARm + b [3]

Sin embargo, el problema principal que surgié fue que dichas constantes
cromatograficas sirven Unicamente para explicar los mecanismos de accién-
distribucién, lo que limita el modelo hasta el punto de no ser predictivo. Para
soslayar el citado problema, se ha venido relacionando los valores de ARm con las
constantes tabuladas m. Asi, se encontr6 que existe una relacién lineal en la
mayoria de los casos (21-23).
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Tabla 4.- Matriz de correlacion.

0,8893
t=0,13 t=5,83 t=0,88
10% 99,9% 60%
1 0,1530 0,0946
1 0,2345
1

Con este objeto, se determinaron los valores cromatografico del ARmexp
para los 11 compuestos. La correlacion entre ambos valores de lipofilia se
establece mediante la Ecuacion:

ARm =-0,3817 + 0,0028 [4]
n=11 r=0,931 s=0,054

No obstante, tal y como se muestra en la Tabla 5, existe un diferencia
significativa entre los valores experimentales y los calculados a partir de la
Ecuacién 4. Ain mas, esta ecuacién no tiene ningun valor predictivo para los
valores de ARm de los sustituyentes para dos compuestos no incluidos en el
andlisis (R= H y R= SCH3) indicados en la Tabla 6. Por ello, no cumple el ya
sefialado principal objetivo de este tipo de calculos tendentes a la optimizacion de
la serie; en nuestro caso una menor toxicidad. Con objeto de ajustar ambas series
de valores, se introdujeron las variables HB de Fujita, que parametrizan la
existencia o ausencia de asociacion especifica por puentes de hidrégeno en los
fenomenos de interaccién farmaco-receptor, cuando dicha asociacién, que tiene
lugar en el medio biolégico, es distinta que en el sistema n-octanol/agua (24). Asi,
se describen dos variables: indicador HB1 para los aceptores de hidrégeno y HB>
para los anfiproticos, asignando los valores de 1 cuando se corresponde con alguno
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de los casos, y 0 para aquellos sustituyentes que no donan ni reciben hidrégeno;
p.e. el grupo NO; tendria un valor de HB1 igual a 1 y HB; igual a 0; el OH tendria un
valor de 0 para el HB1 y de 1 para el HB; finalmente, un grupo CHs tendria un valor
de 0 para ambas variables.

Tabla 5.- Valores de ARm.

COMPUESTO R AR, AR, ARy, AR
(Ec. 4) (Ec.5) (Ec. 6)
2 CH; -0,074 -0,0074 -0,063 -0,060
5 t-C4Ho -0,200 -0,271 -0,206 -0,210
6 O-CH; -0,068 0,005 -0,072 -0,076
8 OH 0,150 0,095 0,154 0,149
9 NO; -0,052 -0,041 -0.046 -0,049
10 NH; 0,219 0,173 0,210 0,209
11 N(CHjs), -0,097 -0,022 -0,092 -0,098
12 NHCOCH; 0,174 0,137 0,184 0,181
13 SO,NH, 0,274 0,254 0,269 0,271
15 Cl -0,079 -0,095 -0,079 -0,076
19 F -0,020 -0,016 -0,023 -0,015

La introduccién de esas variables de indicador en la Ecuaciéon 4 que

relaciona ARm con m, conduce a la Ecuacion 5.

ARm =-0,0997r - 0,0675HB: + 0,0962HB: -0,0062 [5]
n=11 r=0999 s=0,006

Aunque dicha Ecuacion de correlaciéon posee un excelente coeficiente de
correlacion y ajusta mejor los valores de ARm experimentales y calculados (Tabla
5), mejorando el caracter predictivo como se observa en la Tabla 6, mostré sin
embargo una elevada dependencia entre 1t y la variable indicador HB..
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Tabla 6.- Valores de ARm obtenidos en las predicciones de los compuestos p-1y p-2

COMPUESTO R ARmesp | ARm ARm ARm
(Ec. 4) (Ec.5) (Ec. 6)

p-1 H 0,000 0,002 0,006 0,000

p-2 SCH3 -0,142 -0,081 -0,135 -0,143

Cuando se hizo una representacion grafica de los valores de m tabulados
frente a los correspondientes valores de ARm (Figura 5), se encontré una
distribucién de puntos que se ajusta a tres rectas paralelas. A partir de esta
representacion, definimos una variable indicador, ID, que supuso una modificacién
de las HB de Fujita, a la que se le asignaron los valores +1, 0 y -1, para el grupo de
sustituyentes que aparecen en las rectas a, b y c, respectivamente.

Mientras que la variable indicador HB de Fujita parametriza la existencia o
no existencia de interaccion por enlace de hidrégeno con el disolvente, la nueva
variable ID supone una extension del significado fisico de aquella, toda vez que el
valor de ID = -1 indica que en el medio biol6égico existe menor asociaciéon que la
parametrizada por la constante  de Hansch, medida en el sistema normalizado n-
octanol/agua. De la misma forma un valor de ID = 0 significaria una asociacién
similar en el medio biolégico y en el sistema n-octanol/agua. Finalmente, el valor
de ID = +1 supondria que en el medio biolégico existe una mayor asociaciéon que en
sistema quimico citado.

La introduccién de esta variable en la Ecuacién 4, que relaciona ARm con m,
conduce a la Ecuacion 6:

ARm =-0,1062m-0,0784 ID - 0,002 [6]
n=11 r=0999 s=0,007

La Ecuacion 6 tiene mayor caracter predictivo que las anteriores (Tabla 6)
y presenta, adicionalmente, la ventaja de que todas sus variables son relativamente
ortogonales (Tabla 7).

Con objeto de aumentar la correlaciéon entre la toxicidad y los parametros
de lipofilia de la Ecuacién 1, se ha sustituido en la Ecuacién 3 el valor de ARm tal y
como se expresa en la Ecuacién 6, obteniéndose la Ecuacion 7.
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Figura 5. - Relacion grafica entre el m calculado y ARm.

Tabla 7. - Matriz de correlacion de las variables indicador y p.

T HB1 HB: ID
s 1 0,0054 0,7923 0,5117
HB1 1 0,4629 0,0946
HB: 1 -
ID 1
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pDL50 =0,2441n + 0,1110 ID + 2,77725 [7]
n=11 r=0919 s=0,127

Cuando se aplicé a la Ecuacion 7 el test F de significacién estadistica, se
obtuvo un valor tedrico del mismo de 23,37, con los valores tabulados de F2,8 (a=
0,05)=4,46 y F2,8 (a= 0,01) = 8,65; en consecuencia, la correlacién fue significativa
para el 99% de los casos.

Ademas del alto grado de significacién estadistica, el modelo mostré un
caracter predictivo excelente como se deduce de la similitud de los valores
calculados a priori y los observados de los compuestos p-1y p-2, no incluidos en el
andlisis de regresion, tal y como se indica en la Tabla 9.

En la Tabla 8 se representan los valores observados y calculados de la
toxicidad utilizando la Ecuacién 7.

Tabla 8.- Diferencias del valor de pDL50 observado y calculado.

COMPUESTO R pDLso pDLso ApDLs
obs. calc.
2 CH; 2,79 2,90 -0,11
5 t-C4Ho 3,37 3,26 0,11
6 O-CH; 2,79 2,87 -0,08
8 OH 2,25 2,49 -0,24
9 NO; 2,87 2,82 0,05
10 NH; 2,57 2,36 0,21
11 N(CHj3), 2,92 2,92 0,00
12 NHCOCH; 2,30 2,42 -0,12
13 SO,NH, 2,34 3,22 0,12
15 Cl 3,01 2,95 0,06
19 F 2,83 2,81 0,02
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Tabla 9.- Diferencia de los valores de la pDL50 observados y calculados de los compuestos p-1y
p-2.

COMPUESTO R pDL50 obs. | pDL50 Calc. ApDL50
p-1 H 2,70 2,77 -0,07
p-2 SCH3 2,99 3,03 -0.004

6.2. Actividad

Como ya se ha indicado mas arriba, la actividad A, empleando una equidosis
comun, 72 mg/kg en ratén para todos los compuestos, indica la disminucién de la
actividad espontdnea en el Actimetro. Para la optimizacién de la serie en cuanto a
la actividad, también se recurri6é al método de Hansch-Fujita como en el caso de la
toxicidad para los compuestos de la serie de benzamidas para sustituidas de la
Tabla 11. En la Tabla 10 se representa la matriz de correlacién que enfrenta la
actividad en forma de logA con los pardmetros o, F, R, my MR.

A partir de la matriz de correlaciéon se obtuvieron las cuatro ecuaciones
siguientes:

logA = 0,04130 + 0,046MR + 1,8925 [8]
n=11 r=0,381 s=0,074 F=0,7

logA =0,06226 + 0,0014MR? -0,0233MR + 1,9919 [9]
n=11 r=0,614 s=0,063 F=1,5

logA = 0,2178 F + 0,0073MR + 1,8104 [10]
n=11 r=0,632 s=0,062 F=2,9

logA = 0,2862F + 0,0017MR? -0,0267MR + 1,9082 [11]
n=11 r=0866 s=0,039 F=7,0

En la Tabla 11 se indican los valores observados y calculados de la actividad
farmacolégica a partir de la Ecuacion 11, que es la que presenta mayor
significacion estadistica.

Ademas la Ecuacién 11 supone un modelo predictivo, como se deduce de la
pequefia diferencia entre los valores calculados a priori y observados de los
compuestos p-1y p-2 de la Tabla 12, no incluidos en el andlisis de regresion.

47




M. F. BRANA y col.

Tabla 10. - Matriz de correlacién para la actividad.

logA o F R T MR

0,2075 0,4146 0,0338 0,0611 0,2991
LogA 1 t=0,64 t=1,37 t=0,10 t=0,18 t=0,94

45% 80% 10% 15% 65%
o 1 0,7599 0.9172 0,1530 0,0946
F 1 0,4379 0,3617 0,3555
R 1 0,0128 0,0894
T 1 0.2345
MR 1

DL50 depende exclusivamente del parametro de lipofilia, la actividad depresora de
la actividad espontdanea A es funciéon de la constante de campo F y de la
refractividad molecular MR. Segtin la Ecuacién 7 el compuesto tedricamente
6ptimo de la serie deberia presentar valores bajos de m y negativos de ID con lo
que la toxicidad seria minima; mientras que la actividad mdaxima, segin la
Ecuacién 11 se corresponderia con valores altos de F y MR.

sintético y que cumplia las condiciones anteriores seria el fenilsulfonilamino 21
(Figura 6).

De las Ecuaciones 7 y 11, se puede concluir que, mientras que la toxicidad

De todos los posibles, el compuesto mas asequible desde el punto de vista
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Tabla 11.- Diferencias entre los valores experimentales y calculados de logA.

COMPUESTO R logA obs. logA calc. AlogA
2 CH; 1,75 1,80 -0,05
5 t-C4Ho 1,99 2,01 -0.02
6 O-CH; 1,86 1,87 -0,01
8 OH 1,99 1,92 0,07
9 NO; 1,93 1,99 -0,06
10 NH; 1,81 1,81 0,00
11 N(CHs), 1,97 1,93 0,04
12 NHCOCH; 1,99 1,96 0,03
13 SO,NH, 1,95 1,95 0,00
15 Cl 1,97 1,92 0,05
19 F 1,98 2,00 0,02

Tabla 12.- Diferencia de los valores de logA observados y calculados de los compuestos p-1 y p-2.

COMPUESTO R logA obs. logA calc. AlogA
p-1 H 1,80 1,87 -0,07
p-2 SCH3 1,94 1,92 0,02
0.8 o}
O
HN
7\
=N

Figura 6.- Estructura del fenilsulfonilamino 21.
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El compuesto 21 fue sintetizado por reaccion del compuesto 10 con cloruro
de bencenosulfonilo en las condiciones de una reacciéon de Hinsberg.

Cuando se determiné la DL50, se encontrd una buena concordancia entre la
toxicidad experimental y la calculada con la Ecuacién 7, siendo 21 mucho menos
toxico que el prototipo picobenzida, con un valor de DL50 > 1.600 mg/kg en el
ratén por via intraperitoneal. Respecto al valor de la actividad, present6 a la misma
equidosis empleada, una actividad superior al 100%, por lo que hubo que reducir
la dosis a 12 mg/kg. La actividad encontrada fue de logA = 1,70, valor parecido al
de picobenzida, logA = 1,62 para la dosis elevada (25).

6.3. Influencia de los sustituyentes en el metileno piridinico

En el primer ensayo que se realiz6 para funcionalizar el metileno piridinico
de las picobenzida, se trat6 el correspondiente N-6xido de picobenzida con
anhidrido acético en las condiciones de una reacciéon de Polonovski (26), ver
Figura 7, en su extension a los N-6xidos de piridina (27).

R _O R
' 0 Ac,0 . 2\9
N‘ n !

[ R R"’NTCH?’ b OH

R' o)

Figura 7. - Esquema de la reaccién de Polonovski.

Asi, por tratamiento de la picobenzida con agua oxigenada en medio acético
(28), seglin la reaccion indicada en la Figura 8, se obtuvo el compuesto VIII, con un
rendimiento del 70%, que cristalizé en etanol y presenté un punto de fusiéon de
180 °C. Todos los datos espectroscopicos y el andlisis elemental confirmaron la
estructura indicada.

HiC H3C

(0] (0]
HN H20, HN

<D
7\ AcOH 7\
\| Vil '\‘o

Figura 8.- Sintesis del N-6xido de la picobenzida.

Y
&
o)

6.4. Reaccion de VIII con anhidrido acético a 100 °C

Por calefaccién a 100 2C de VIII con anhidrido acético en bafio de agua, se
obtuvo un compuesto blanco, que fue caracterizado por sus datos analiticos y
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espectroscépicos y que se correspondia con la N-[(a-acetoxi)- 4-piridilmetil]-3,5-
dimetilbenzamida IX (Figura 9).

O OCO-CHg
HsC HaC
8 N ~ AC2O 8 N A
Hol h 7 Ho | g
~ ~
o 100°C
CH3 CH3
Vil IX

Figura 9.- Reaccién del N-6xido de picobenzida VIII con anhidrido acético a 100 2C.

La formacion de IX se justifico a través del esquema aceptado en la
literatura para los N-6xidos de piridina sustituidos en posiciéon 4 con grupos
alquilo, por reaccién con el anhidrido acético (29). Asi, el paso inicial consistiria en
la acetilacién de la funcién N-6xido para formar la sal de N-acetoxipicolinio X, que
al perder un protén, que captaria la base acetato, daria lugar a la anhidro base XI,
que, por transposicién molecular via un par iénico, daria lugar a IX, como se
representa en la Figura 10.

o O OCO-CHs4
HqC
N. —_— N
Z70 100°C Z
CHs CHs
viil i IX T
B 5 CH,-CHOO N
O H CHz-CHOO o} )
HsC N)\@ HsC N ~C t
Ho | — > H
N. - CHs- N.
@ 0CO-CHs CHy-COOH 70C0-CHg
CHs CHs
B X Xl _

Figura 10. - Mecanismo de formacidn de N-[(a-acetoxi)- 4-piridilmetil]-3,5-dimetilbenzamida IX.

En la cromatografia en capa fina de la N-[(a-acetoxi)-4-piridilmetil]-3,5-
dimetilbenzamida IX, empleando como eluyente benceno-etanol 9:1, se observaron
tres manchas de intensidad semejante, cuyos respectivos Rf fueron de 0,28, 0,18 y
0,14, respectivamente. Para el asilamiento e identificacion de dichos productos se
recurrié a la cromatografia en columna sobre gel de silice, utilizando el mismo
disolvente que en la capa fina. Unicamente la primera fraccién se correspondia con
el producto de Rf = 0,28 y se identific6 como la N-[(«a-etoxi)-4-piridilmetil]-3,5-
dimetilbenzamida XII, mediante técnicas analiticas y espectroscopicas. La segunda
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fraccion estaba constituida por una mezcla de aldehido isonicotinico XIII
impurificado por XII. La tercera fraccién fue 3,5-dimetilbenzamida pura XIV. El
mecanismo de formacion de estos compuestos se representa en la Figura 11.

HsC

COLUMNA CROMATOGRAFIA
BENCENO/ETANOL 9:1

O  O-CHy-CHy

o] o]
= [ H HaC N7, X HeC NH,
\N + H _N +

Xl Xi Xiv

Figura 11. - Transformacién de IX en cromatografia.

La formacion de XII puede justificarse por la sustitucién nucleéfila del
acetato por un etoxilo, mientras que XIII y XIV aparecerian por la facil hidrélisis
correspondiente a una naturaleza de derivado de un hemiaminal. Para justificar la
reactividad de IX, se llevd a cabo una hidrdlisis parcial con mezclas de DMF/Agua,
pudiendo aislarse la N-[(a-hidroxi)- 4-piridilmetil]-3,5-dimetilbenzamida XV, por
cuyo Rf = 0,14 se correspondia con una de las manchas de la cromatografia en capa
fina de IX. Para justificar la relacién estructural de IX y XV, se procedié a la
acetilacion de la segunda con anhidrido acético a 100 °C, obteniéndose la primera
con rendimiento cuantitativo. La hidrolisis de XV suministré XIII y XIV, como era
de esperar. En la Figura 12 se representan los pasos indicados. En resumen, el
comportamiento de IX es distinto en la cromatografia en capa fina y en la de
columna. En la primera, IX con un Rf = 0,18 daria lugar por alcoholisis del grupo
acetoxilo al etoxiderivado XII con un Rf = 0,28; a través de una hidroélisis parcial de
[X apareceria el hidroxi derivado XV de Rf = 0,14.

Sin embargo, en la columna cromatografica con el mismo eluyente, la
evolucion es distinta, pues no se forma XV, aunque si sus productos de alcoholisis
XIl'y de hidrélisis XIII y XIV.

Para estudiar la generalidad de la sustituciéon nucleéfila del acetato por el
etoxilo, se tratd IX, ademas de con etanol, con alcohol isopropilico y con alcohol
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terbutilico, obteniéndose los productos esperados de la SN, con aceptables
rendimientos (30).

O OCO-CHg O OH
HsC H |\ DMF/H,0  HsC N I\
N —_— H
= Ac,0 =N
CH, IX 100°C CHs  xv
H,0
o o)
= | H HyC NH,
> +
N
CHs
Xin XIV

Figura 12. - Hidrdlisis parcial y total de la N-[(a-acetoxi)- 4-piridilmetil]-3,5-dimetilbenzamida IX.

6.5. Reaccion de VIII con anhidrido acético a 140 °C

Cuando se prob6 la calefacciéon del N-6xido VIII con anhidrido acético a la
temperatura de reflujo (140 2C), se formé en poco tiempo e inesperadamente, un
precipitado blanco, compuesto por dos productos, con distinto rendimiento, de
naturaleza  dendrimérica, la  N,N’-bis-(3,5-dimetilbenzoil)-1,2-di-(4-piridil)
etilendiamina XVl y la N,N’-bis-(3,5-dimetilbenzoil)-1,2-di-(4-piridil)
vinilendiamina XVII (Figura 13), perfectamente caracterizadas por sus datos
analiticos y espectroscépicos (31).

CHj

HyC

HsC o
O NH ,—
N
HN \_7

HyC
wi ¢
0 =N

HaC
¢ N \ Ac,0 Ho/Pd
oy, ———— +
o 140°C

CHg \]

Xvil

Figura 13.- Reaccién de VIII con anhidrido acético a 1409C.
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Para confirmar la relacién estructural entre ambos dimeros se realizé una
hidrogenacién catalitica en presencia de Pd/C al 10%, obteniendo XVI a partir de
XVII, con rendimiento practicamente cuantitativo. Lamentablemente, el estudio
estereoquimico de XVII no se pudo llevar a cabo debido a su elevada insolubilidad
y la falta de instrumentacién adecuada.

Para confirmar la estructura de XVI, se procedié a la hidroélisis con acido
sulfurico al 30%, aislandose el acido 3,5-dimetilbenzoico y otro compuesto de
estructura nueva que se identific6 como la 2-(3’,5’-dimetilfenil)-4,5-di-(4’-piridil)-
2-imidazolina XVIII. En las mismas condiciones XVII suministra el mismo acido y el
imidazol correspondiente XIX (Figura 14).

Xvii COOH

HyC CHy

N NH

XIX

Figura 14.- Hidrdélisis parcial de los dimeros XVI y XVII.

El hecho de que en la reaccion del N-6xido de picobenzida VIII con
anhidrido acético a 140 2C se obtengan los compuestos de dimerizacién y no se
aisle la N-[(a-acetoxi)-4-piridilmetil]-3,5-dimetilbenzamida IX, obtenida como
producto Unico cuando la reacciéon se hace a 100 2C, parece indicar que hay un
proceso de ruptura homolitico frente al heterolitico (Figura 15). El primer paso del
proceso, supondria la formacién de IX, siguiendo el esquema de la Figura 10, que
por una ruptura homolitica daria lugar a la formacién del radical de naturaleza
resonante XX y éste por coligacién daria lugar al dimero XVI, el cual mediante una
reaccion de transferencia, seguida de desproporcion radicdlica formaria el
homdlogo insaturado XVII.

Para confirmar que la N-[(a-acetoxi)-4-piridilmetil]-3,5-dimetilbenzamida
IX es el intermedio preconizado de la reaccién, repetimos la misma partiendo
directamente de IX, en las mismas condiciones experimentales, llegandose a XVI
sin modificacién en el rendimiento.
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)
HaC HaC CHz-COO HaC
— Ac,0 — —
CONH-CHZ—@Nfo e CONH-CHy \ (?N—OCO-CH3 ) CONH-C - N-OCO-CHjz
HsC viil HO HsC l
HaC, HsC, HaC OCO-CHj
oL O LM = HOMOLIT. [ =
- NN - - C*N*C‘CN -< CONH—CCN
Etc. C-N EIQND AW 140°c H O\
HaC = Hs3C Hs3C
XX + CHz-COO X

DIMERIZACION

CHg CHs CHs

HsC HsC HsC
HsC o . HsC o . HsC o
O NH = CHg-COO O NH = CHg-COO O N /=
AN > NN > 7 N\_N
HN TRANSFERENCIA HN—¢ DESPROPORCION HN
HaC
H;C 7\ HsC R\ s 7 N\
=N =N =N
XVi

+ CH4-COOH Xvil

Figura 15.- Posible mecanismo de la reaccién de formacién de los dimeros XVI y XVII.

El hecho de que cuando la reaccion se realiza en presencia de generadores
de radicales, como el per6xido de benzoilo, o de inhibidores, como la hidroquinona,
tampoco exista modificacion aparente del rendimiento de XVI y XVII, parece
indicar que dicha reaccién transcurre por un mecanismo de radicales enjaulados,
lo que, por otra parte, confirma los trabajos de Oae y Traynelis (32-34).

Finalmente, cuando la reaccién se llevé a cabo en condiciones fotoquimicas
se form6 XVI con mejores rendimientos que en condiciones térmicas, lo que aboga
aun mas en la existencia de procesos homoliticos (31).

En el screening ciego el compuesto XVI present6 un intensa actividad como
analgésico-antinflamatorio, superior incluso al dextropropoxifeno, analgésico
morfinico que habitualmente se utilizaba como patrén en la determinacién de la
actividad analgésica, tanto por via intraperitoneal como por via oral. Este resultado
justificé el desarrollo preclinico posterior y la sintesis de una serie relacionada,
conforme a la metodologia de la quimica farmacéutica.
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