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Resumen:

Existe un gran nimero de farmacos empleados en gran variedad de terapias, que presentan en su
estructura el grupo nitrilo. Este grupo puede dar lugar a diferentes interacciones, a nivel molecular, lo
que justifica que pueda tener diversas funciones, entre ellas: bioisdstero de carbonilo, sustituto de
hidroxilo y carbonilo, atractor electronico, mejorar determinadas interacciones por enlace de

hidrogeno, analogo del estado de transicion de grupo carboxilo y bioiséstero de halogenos.

En el presente trabajo de fin de grado, se ha realizado una revision de las posibles interacciones
bioldgicas del grupo nitrilo, de su metabolismo, y se describen algunos ensayos que permiten

determinar la toxicidad potencial de compuestos que lo contienen.

Introduccion y antecedentes:

Mas de 30 farmacos que contienen en su estructura un grupo nitrilo se prescriben hoy en dia para una
gran variedad de indicaciones, ademas, también existen otros principios activos que lo contienen, que
se encuentran en desarrollo clinico. El estudio del mecanismo de accion, farmacocinética y
farmacodinamia de estos compuestos, ha permitido profundizar en el conocimiento de las funciones

que puede representar a nivel bioldgico.

En esta memoria, se ha realizado una revision de las interacciones posibles del grupo nitrilo con
diferentes dianas bioldgicas. También, se ha estudiado el metabolismo de diferentes compuestos de

carbonitrilo y algunos ensayos descritos que permitan predecir su toxicidad potencial.

El grupo nitrilo esta formado por un dtomo de carbono con tres enlaces a un atomo electronegativo.
Contiene un enlace o y 2 enlaces m. Se polariza fuertemente y tiene un &tomo de carbono
electrofilico. Por tanto, los nitrilos reaccionan con nucleofilos para producir aniones imina con

hibridacion sp2.
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Anién imina

Las técnicas espectroscopicas mas empleadas en la elucidacion de los compuestos organicos son la

espectroscopia IR y la Resonacia Magnética Nuclear.

El grupo nitrilo, muestra en IR una absorcion intensa y facilmente reconocible del enlace CN cerca
de 2250 cm™! para los compuestos saturados y de 2230 cm ™1 para las moléculas aromaticas y
conjugadas; dado que pocos grupos funcionales absorben en esta region, la espectroscopia de IR es
una técnica muy util en la caracterizacién de este grupo funcional. En espectroscopia de RMN de

13C, el carbono del nitrilo muestra un desplazamiento quimico (5), entre 115y 130 ppml.

CH3CH,C=N
L1 S I
Objetivos:

El objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento del grupo nitrilo a nivel biolégico, y

explicar el porqué de su presencia tan general en el disefio de nuevos farmacos.

Metodologia:

Se ha realizado una revision bibliografica de los articulos publicados recientemente en las bases de
datos pubmed y medline, relacionados con los farmacos que contienen el grupo nitrilo en su

estructura y el metabolismo de estos compuestos.
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Resultados y discusion:

Existe un gran nimero de farmacos y principios activos en desarrollo farmacéutico que presentan en
su estructura el grupo nitrilo. Los avances realizados recientemente en el reconocimiento molecular a
través de la cristalografia de RX, RMN y modelado molecular, han dado lugar a mayor informacion

sobre las interacciones entre moléculas pequefias que actian como inhibidores y sus dianas.

El estudio de estas interacciones nos da a conocer que la funcién biolégica del grupo nitrilo, en los

principios activos que lo contienen, varia considerablemente 2. El nitrilo puede actuar como:

1. Bioisostero de carbonilo: Algunos compuestos con naturaleza de arilnitrilo, actian como
agonistas del receptor de progesterona. Respecto a estos, tienen la ventaja de que se disminuyen las
interferencias con otros receptores esteroideos, y que mejoran la biodisponibilidad. La homologia es
evidente si observamos la superposicion de la progesterona y el tanaproget (compuesto 11) ya que
tienen las mismas interacciones polares 3. El nitrgeno del nitrilo ocupa virtualmente la misma
posicidn gue el oxigeno del carbonilo de la progesterona, y se une con las mismas interacciones

polares .

GIn725 Asn719 GIn725 \ Asn719

.
.

Progesterone (10) Tanaproget (11)
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2. Sustituto de hidroxilo y carboxilo: esto es debido a que el nitrilo es un fuerte aceptor de
enlace de hidrégeno con una capa de solvatacion significativa, lo que permite que funcione como
sustituto de esos grupos. Se puede observar en los derivados del antitumoral etopésido (compuesto
79), donde se ha reemplazado el glicésido por el nitrilo ( compuesto 77). Esta modificacion resultd

significativamente mas eficaz que la sustitucion por un grupo &cido (compuesto 78) 5.

Inhibition of L1210 3.48 164 155

IC50(ng/mL)

Inhibition of KB

ICso(ng/mL) 155 10,000 308

3. El nitrilo como atractor electrénico da lugar a interacciones dipolares no especificas con

aminoacidos e iones metalicos. En el caso de las cianoguanidinas y estructuras parecidas, la

sustitucion por el nitrilo permite ajustar la basicidad de la guanidina y las propiedades de enlace de

hidrégeno.
S0 £__0.
\O@ H.-CN \O@ H.-CN
B N “H. 2@ _H
SR, v
R H R
4. Cianoquinolinas y cianopiridinas pueden dar lugar a enlaces de hidrégeno muy potentes,

sustituyendo enlaces de hidrogeno donde es necesaria una molécula de agua intermedia. Es factible
el cambio de la quinazolina por una 3-cianoquinolina o piridina, ya que se forma un enlace de
hidrégeno directo entre el nitrilo y la proteina. La expulsion del agua del dominio hace que aumente

la entropia y la afinidad de unién.
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NH g,H’O\f N geH ~
J 2
MeO N MeO N
5. Analogo de estado de transicion de grupo carboxilo: varios aminonitrilos se han desarrollado

como inhibidores reversibles de la dipeptidil peptidasa (DPP 1V)® para tratar la Diabetes Mellitus
tipo 2. Estos inhibidores funcionan mediante el ataque de un residuo de serina sobre el nitrilo, dando

lugar a una fuerte inhibicion reversible (72 — 73).

HO NH, HO XN
¥ 0 NH O HKNH 0
N

&
5
/

T
I N\
o}

1

o)

72 Ser 73 Ser
6. Bioisosteros de haldgenos: El nitrilo mimetiza la polarizacion del haluro y es a menudo un

excelente bioiséstero del haldgeno. Es mas pequefio que el bromo o el yodo, por lo que es capaz de

conseguir un mayor contacto con los aminoéacidos del sitio activo.

7. El grupo nitrilo mejora los perfiles ADME y toxicolégico.

Metabolismo grupo nitrilo

El grupo de nitrilo es bastante estable, y en la mayoria de los casos no es facilmente metabolizado.
De manera que una gran parte de los farmacos gque lo contienen, son eliminados sin que este grupo

sufra transformaciones. Las reacciones metabdlicas tanto de fase I, como de fase Il se producen en
otras posiciones alejadas del grupo nitrilo, de manera que la posible toxicidad por liberacion de

cianuro no tiene lugar.
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En cambio, los productos nitrilos, no aptos como farmacos es posible que den lugar a toxicidad
debido a su metabolismo, esto queda de manifiesto en los estudios que se han realizado con

acetonitrilo.

El acetonitrilo es un liquido incoloro y volatil que se emplea como disolvente. Debido a su baja
viscosidad y reactividad quimica, es una eleccién habitual para la composicion de fase movil en
cromatografia liquida de fase inversa. Por lo tanto, se ha realizado en profundidad el estudio de su

metabolismo para determinar la toxicidad derivada de su uso.

La exposicion se da principalmente por via oral, dérmica o inhalacion, este se absorbe rapidamente

en todas las vias, pero la velocidad de metabolizacion depende de la especie.

El acetonitrilo y sus metabolitos son transportados por el cuerpo a través de la sangre, por lo que
Ilega en poco tiempo a cerebro, higado, rifion, bazo, estomago y masculo. En los casos en los que se
da la exposicion por inhalacion también aparece en la piel, pulmones, intestino, testiculos y orina. No

se observa la acumulacion del mismo en tejidos tras administraciones repetidas.

Mediante la circulacion sistémica llega al higado, donde se transforma en cianhidrina, esta reaccién
estd mediada por la monooxigenasa del citocromo P-450 2E1 y es dependiente de oxigeno y de
NADPH.

Mas tarde la cianhidrina se descompone espontaneamente en cianuro de hidrogeno y formaldehido,

este ultimo rapidamente se convierte en CO2.

NADPH, 0, CO,
\ Spontancous _/‘
de iti s
CH;CN ~  OHCH,ON ———P®T [HCHO] + CN
Acetonitrile P-450 2E| monooxygenase Cyanohydrin Formaldehyde Cyanide

El cianuro formado en esta ruta del acetonitrilo puede seguir varias vias de desintoxicacion. La via
principal es su oxidacion dando lugar a tiocianato, el cual es menos toxico que el cianuro y se excreta

en orina.
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La oxidacion esta mediada por una sulfotranferasa, la rodanasa. Esta enzima esta en higado y en la

mucosa nasal humana y es capaz de oxidar el 80% del cianuro producido.

. Rhodanase (sulfotransferase) -
» SCN

Cyanide S,04 Thiocyanate

Se han visto otras vias de eliminacion del cianuro, las cuales se han descrito como vias menores de
detoxificacién del cianuro: la formacién de acido 2-aminotiolazina-4-carboxilico, iones cianato,

acido formico y complejos de iones metalicos ’.

Ensayos de Toxicidad

En el desarrollo de nuevos farmacos, es fundamental el estudio de la toxicidad de los principios
activos candidatos, para asi poder continuar con su progreso.

En la revision realizada, se han encontrado diferentes publicaciones relacionadas con la toxicidad de

compuestos que contienen nitrilo. A continuacion, se describen algunas de ellas:

1. Evaluacion de la toxicidad potencial de compuestos con nitrilo por medio de su reaccién con

glutation®.

Se llevo a cabo empleando como nucleéfilos cisteina y glutation. Esta reaccion puede ser una
herramienta Util para decidir si progresar o no en el desarrollo de los compuestos en ausencia de

estudios de radiomarcaje.

HS
o |. R ﬁ
O
h:».l
Cilutathione Cysleing

El trabajo descrito indica que las velocidades de reaccion de nitrilos con tioles de moléculas

pequefias pueden cuantificarse facilmente, y pueden variar en funcién de la naturaleza del tiol. En

9
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general, el grado de reactividad esta relacionado con la electrofilia del nitrilo. En este trabajo se
estudio la reactividad de los nitrilos frente a cisteina (que esta presente en las células en cantidades
micromolares) y glutation. La reaccion con la cisteina es bastante mas rapida que con el glutation,
pero a pesar de que existe una correlacion general entre las dos velocidades de reaccion, este no
resulta un buen indicador, ya que no se conoce el comportamiento en presencia de otro tipo de tioles.
Por tanto, como el glutation es fisiologicamente mas relevante, su tasa de reaccion se ha utilizado
preferentemente para la evaluacion in vitro. La reaccion muy répida de los compuestos con glutation
puede dar lugar a un posible riesgo de toxicidad, ya sea por agotamiento del glutation o por su unién

irreversible a las proteinas.

2. Modelo de estudio de toxicidad de farmacos con grupo nitrilo por estudio de su reactividad

con metanotiol®:

El fundamento de este consiste en la realizacion de un calculo tedrico (reactividad de nitrilos con
metanotiol) para predecir la electrofilia de diversos compuestos que contienen nitrilo. Este método
tedrico es simple y general, lo que permite la comparacién directa de la electrofilia entre los nitrilos

de diferentes clases.

Il N N
N i
NS N
| > N N
N 1} >~ - N™™N
1} ) | |
NS i K/\N/ Z u/ |N|

| 1
I U 1 I 1 1 1 1
Poor I \ I t ‘\ M - \
; N
electrophile i NN N E'xc?uenrt‘l
n o N o oX | NN N . electrophile
i I N N N N N i
)K = S—I/ Z N S\=JN ¥ Ls,
N 7 "N \ N o HNSN @0 N N o™
N N I|I
= o 7N I o i = ey = ey
)k N N
™ L SN CFs A i NN
3 Ly NN {7
N-NH NS i o (N HN-S0. O
I Fac” NH 3 @
N7 NH O)\
\—/

Las energias de reaccién calculadas de diversas fracciones de nitrilo con metanotiol se muestran en kcal / mol. Un valor
muy negativo indica alta electrofilia, mientras que los pequefios valores negativos se atribuyen a electréfilos mas pobres.

10



El calculo de la electrofilia se relacion6 con la cantidad de aducto de tiazolina formado tras la

incubacién de los nitrilos con cisteina.

allZ

Hz %DH
N
—— HS o
A———N + —_— i
Cathepsin K OH :
inhibiters ng:j?lff
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El ensayo se realiz6 con tres clases diferentes de inhibidores de la catepsina K (cianamidas,
arilnitrilos y aminoacetonitrilos), y se encontré que los inhibidores con nitrilos muy electréfilos (tal y

como se puede ver mediante la formacion de aductos de cisteina) también presentan una union

covalente e irreversible a los microsomas hepaticos en ausencia de NADPH.

(i) Cyanamides  (ii) Aryl Nitriles (iii) Aminoacetoniriles

[+
| e
SN 4008 (J i
o AL g
fp 1 Merck)  putacatib (AFG495) > L-873724
§ (Novartls) {Merck)

0. Oy .
:TI Lru]/\o /Ci un \ XJ/Q/“\QA’ s
¥ 3(@sK) \/j L-006235

ia no se hace responsable de la in

/N 2 (Novartis) [o\ (Merck/Celera)
- | ] R "
Q /O)\N’)\%“ /@/k” N._.CN
o (\N
4 (AstraZeneca) ~N~~ Balicatib (AAE581)

(Novartis)

Las dos clases de nitrilo en las que se observo esta union fueron las cianamidas y la 2-
cianopirimidinas. Se necesitaria un conjunto de datos mayor para determinar si existe relacion entre

los nitrilos reactivos y la union covalente irreversible a proteinas.

En cambio, los aminoacetonitrilos tienen baja reactividad y la union covalente es despreciable. Asi,
la posibilidad de efectos adversos en los seres humanos debido a la unién covalente se reduciria al

minimo con esta clase de inhibidores.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farn

3. “Estudio comparativo de toxicidad de diversos nitrilos alifaticos” 1°:

Se ha postulado que los nitrilos alifaticos manifiestan su toxicidad mediante la liberacion de cianuro.

11
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Por eso se han investigado los signos de toxicidad y el efecto de las dosis qué presentan DL50 en
mono- Y dinitrilos alifaticos, saturados e insaturados, mediante los niveles de cianuro en tejidos y
sangre, niveles de glutation en el tejido y actividad del citocromo-C-oxidasa. Los compuestos
estudiados fueron los siguientes: acetonitrilo, propionitrilo, butironitrilo, cianuro de potasio,

acrilonitrilo, fumaronitrilo y malononitrilo.

Los signos de la toxicidad se clasificaron en efectos colinomiméticos (simulan accion de la
acetilcolina) observados con nitrilos no saturados y efectos en el sistema nervioso central observados

con nitrilos saturados y cianuro de potasio (KCN).

Los niveles de cianuro hepéticos y en sangre 1 h después del tratamiento fueron més altos después
del malononitrilo y disminuyeron en el siguiente orden: propionitrilo > cianuro de potasio >
butironitrilo > acrilonitrilo > fumaronitrilo > acetonitrilo. Este orden es diferente en el cerebro donde

el cianuro de potasio estuvo por delante del malononitrilo y propionitrilo.

Las citocromo C oxidasas hepética y cerebral fueron inhibidas significativamente y de manera
correspondiente a sus niveles de cianuro. No se observo inhibicidn significativa in vitro. Sélo el

acrilonitrilo fue capaz de reducir los niveles de glutation en los tejidos.
Con esto se vio que la toxicidad expresada por los nitrilos alifaticos depende no sélo de la liberacion
de cianuro, sino también de su grado de insaturacion. Con los nitrilos aromaticos insaturados, la

liberacion de cianuro desempefia un papel minimo en la toxicidad.

4. Evaluacidn de la actividad genotdxica de diferentes nitrilos (acetonitrilo, propionitrilo,

metacrilonitrilo, butironitrilo y benzonitrilo)*?.

Se han realizado investigaciones comparativas para evaluar la actividad genotdxica de cinco nitrilos

mediante dos ensayos a corto plazo, el ensayo de Ames modificado y el ensayo del cometa.

12
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La genotoxicidad es la capacidad relativa de un agente de ocasionar dafio en el material genéetico,
originando efectos bioldgicos adversos. El ensayo de Ames y el ensayo del cometa son dos
procedimientos adecuados realizados a corto plazo para proporcionar indicadores validos sobre la

actividad cancerigena de las sustancias*?.

D — /-—""
H,c—==N i
3
Acetonitrile Propionitrile
CH,
e %\
NN HC ‘:\\“‘N
n=-Butyronitrile Methacrylonitrile
N
=

Benzonitrile

La via de exposicidn a los diferentes nitrilos alifaticos se produce por inhalacion de de vapores o
aerosoles y/o por absorcién cutdnea. Como ya hemos visto, se demostrd que algunos nitrilos
alifaticos como el butironitrilo, el acetonitrilo y el propionitrilo ejercen su toxicidad a través de la
liberacion de cianuro, dando lugar a la inhibicion de la citocromo C oxidasa hepatica y se

observaron también neoplasias relacionadas con metacrilonitrilo en la nariz e higados de ratas.

Ademas, estudios con animales han indicado efectos adicionales de los nitrilos como
envenenamiento, incluyendo desarrollo de ulceras duodenales, cambios nucleares en las neuronas y
ganglios raquideos, hiperemia, la hiperplasia tiroidea, disfuncidén neurogénica de la vejiga y la
apoplejia adrenal.

Aunque la genotoxicidad del acetonitrilo ha sido investigada en numerosos estudios, en sistemas de
prueba los resultados genotdxicos han sido inconsistentes. El metacrilonitrilo no mostrd toxicidad y
hubo datos limitados en el caso del benzonitrilo. La incoherencia sobre la genotoxicidad de estos
cinco nitrilos es lo que llevé a evaluar cuantitativamente el alcance del dafio que indujeron en el
ADN.

13
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En el ensayo se compararon los nitrilos por su capacidad para inducir mutaciones en el ensayo de
Ames modificado, después de 30 minutos de incubacion y la induccién de la genotoxicidad 1 hora

después de incubacion.

Los protocolos empleados para el ensayo de cometa y el ensayo de Ames modificado, incluyendo el
tiempo de incubacion, fueron los descritos por Chen et al.*®y Bajpayee et al.** respectivamente. A
pesar de que el tiempo de incubacidén en ambos ensayos fue diferente, la mutagenicidad no se
observo usando el ensayo de Ames modificado después del tiempo de incubacion prolongado hasta 1
h. Los cinco nitrilos fueron negativos en el ensayo de Ames modificado y positivos en el ensayo de

cometa.

Se necesitaran estudios adicionales para establecer un vinculo entre las estructuras de estos nitrilos y
las vias metabolicas que conducen a la genotoxicidad. A diferencia del ensayo del cometa, algunos
métodos citogenéticos comunes tales como aberraciones cromosdmicas, micronucleos e intercambios
de cromatidas hermanas detectan solamente la genotoxicidad de células proliferantes. Estos métodos
se incluiran en las estrategias experimentales para explorar la viabilidad en la deteccion de la
genotoxicidad de estos compuestos nitrilos en las células en proliferacion. Estos diferentes puntos
finales detectados a partir de estos métodos citogenéticos y cometas de ensayo nos proporcionan una
pista para abordar el mecanismo genotdxico adicional de nitrilos en las diferentes fases de

crecimiento de las células humanas.

Ejemplos de farmacos con grupo nitrilo

A continuacion veremos algunos ejemplos de farmacos que en funcion de su estructura son:

Arilnitrilos, a-arilacetonitrilos, alquenonitrilos, cianoguanidinas y o.-aminonitrilos.

Dentro de los compuestos aromaticos con grupos nitrilo podemos encontrar inhibidores de
fosfodiesterasa como la Milrinona (compuesto 19) usada para el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca®®. En el caso de los alquenos la Entacapona (compuesto 55), potente inhibidor de la catecol-
O-metiltransferasa utilizada en la enfermedad del Parkinson®. Aminonitrilos como el Odanacatib,

(compuesto 74) inhibidor de catepsina para el tratamiento de osteoporosis?’.
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Desarrollamos como ejemplo los arilacetonitrilos, ya que tienen gran importancia y diversidad en

cuanto a sus funciones en la clinica actual.

- Anastrozol: es un inhibidor de la aromatasa no esteroideo competitivo, administrado por via

oral para tratar el cAncer de mama dependiente de estrogenos.

Reduce los niveles circulantes de estradiol al inhibir la aromatasa, enzima que interviene en la

sintesis de estrogenos a partir de precursores androgénicos*®

NG CHN

Anastrazols (48)

- Verapamilo: es un antagonista del canal de calcio, se usa como agente antiarritmico en el

tratamiento de la angina de pecho e HTA®.

Relaja los vasos sanguineos para que el corazén no tenga que bombear tan fuerte, a la vez aumenta el

suministro de sangre y oxigeno al corazon, de esta forma, disminuye el dolor en el pecho.
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- Galopamilo: es un metoxiderivado del verapamilo, y tiene una potencia 10 veces mayor.

- Devapamilo: el efecto inhibitorio en el aumento de calcio intracelular es similar al del
verapamilo y galopamilo 2.

R, (S)-Devapamil: R;=H R,=H
(S)-Verapamil: R;=H R, = OCH,
(S)-Gallopamil: R;=0OCH; R,=O0CH,

- Cilomilast: inhibidor potente y selectivo de la fosfodiesterasa (PDE4) que modula los procesos
fisiopatoldgicos de importancia directa para la EPOC. Los inhibidores de la fosfodiesterasa 4 (PDE4)
actlian por su relevancia directa para la EPOC. En estudios preclinicos, inhibiendo la degradaciéon del

segundo mensajero intracelular, el adenosinmonofosfato ciclico (CAMP) 22,
Se han realizado sobre este, ensayos clinicos de fase 111 22, los cuales no han dado resultados muy

buenos, por tanto, se han desarrollado analogos mas rigidos, para optimizar la actividad y disminuir

los efectos secundarios como diarrea y sintomas de cabeza.

n]
r o

Cilomilast (51)

- Levocabastina: antagonista selectivo de los receptores H1 de segunda generacion, se usa para

la conjuntivitis alérgica.

Levocabastina

- Piritramida: opioide sintético, de igual potencia a la morfina, se usa en el dolor postoperatorio
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- Difenoxilato: para diarreas de gran intensidad. Se suele asociar a la atropina lo que da lugar a

la inhibicion de la motilidad y la propulsién excesiva del tubo digestivo, aumentando asi, el tono de
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Conclusiones:

Teniendo en cuenta uno de los objetivos del trabajo, el hecho de que el grupo nitrilo tenga una
presencia tan general en el disefio de nuevos farmacos se debe a que este puede comportarse de
diversas formas: da lugar a interacciones polares, es un fuerte aceptor del enlace de hidrégeno,
atractor electrénico, puede formar uniones covalentes reversibles o actuar como bioisostero de

hal6genos.

Existe la posibilidad de que los principios activos o sustancias que contienen grupos nitrilos en su
estructura den lugar a toxicidad, por ello a la hora de progresar en el desarrollo de farmacos se han

descrito métodos para el estudio de esta y asi decidir si seguir adelante o no.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf
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