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Resumen. En el presente trabajo se reporta la sintesis y la velocidad
de oxidacion microsomal de la nifedipina 'y 27 de sus analogos. Se
observ6 una importante influencia del efecto electrénico de los susti-
tuyentes en el anillo aromético sobre la velocidad de oxidacion. De
las 1,4-dihidropiridinas estudiadas, el andogo 2,3-difluorofenil susti-
tuido fue e que present6 la menor velocidad de oxidacion microso-
mal.
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Abstract. The synthesis and microsomal oxidation rate of nifedipine
and 27 analogues are reported. It was found an important influence of
the electronic effect of aromatic substituents on the oxidation rate. Of
the 1,4-dihydropyridines studied, the 2,3-difluorophenyl analogue
was the least susceptible to oxidation.
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I ntroduccion

La nifedipina y otras 1,4-dihidropiridinas (DHPs) son farma-
cos utilizados frecuentemente en el tratamiento de la hiperten-
sién, la angina de pecho y otros desordenes cardiovasculares.
Estos compuestos pertenecen a grupo de agentes farmacol 6gi-
cos conocidos como bloqueadores de la entrada de calcio
(BECs; también llamados antagonistas de calcio). El mecanis-
mo de accién de los BECs fue descrito por Fleckenstein en
1963 [1], quien determind que estos compuestos ejercen su
accion a través de suprimir la entrada de calcio a la célula.
Estudios posteriores reafirmaron esta propuesta y precisaron
gue los BECs actuaban directamente sobre los canales de cal-
cio operados por voltaje; en el caso particular de las DHPs,
éstas actlian preferentemente sobre canales de calcio operados
por voltaje detipo L.

Las DHPs son bien absorbidas del tracto gastrointestinal
pero estan sujetas a un importante metabolismo de primer paso
[2, 3]. Por ello, en general presentan baja biodisponibilidad y
un efecto relativamente breve [4]. El metabolismo de las
DHPs es realizado principal mente en el higado por el sistema
enzimético del citocromo P450 (isoformas UT-A y PCN-E en
rata, y 111A4 en humano) [5, 6]. La deshidrogenacion del sis-

tema DHP (oxidacion a piridina) es el primer y més impor-
tante paso en el metabolismo de las DHPsy conduce alainac-
tivacion de estos compuestos como BECs [7]. Por ello, el
encontrar DHPs con menor susceptibilidad a la oxidacién es
una alternativa en la busqueda de DHPs con una mejor
bi odi sponibilidad.

Varios estudios de relacion estructura-actividad han
mostrado que la sustitucion en el anillo aromético de la
molécula de DHP influye de manera importante en la veloci-
dad de oxidacion microsomal de estos compuestos [6, 8]. En
un trabajo anterior [9], encontramos que las sustituciones 3,5-
difluro y 3-bromo-4-fluoro en el anillo aromético protegian a
las DHPs de la oxidacion (ésto en comparacion de la sustitu-
cion 3-nitro), logrdndose DHPs con prolongada actividad anti-
hipertensiva. El presente trabajo es una continuacién en la
blasqueda de otros sustituyentes que pudieran disminuir la
velocidad de oxidacion microsomal de las DHPs.

Resultadosy discusion

Sintesis de compuestos. Las DHPs (1a-28a) y sus corresport
dientes piridinas (1b-28b) fueron preparadas por procedimien-
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Fig. 1. Sintesis de 1,4-dihidropiridinas (1a-28a) y piridinas (1b-28b).

tos descritos en laliteratura[10, 11] y que son mostrados en la
Fig. 1. En la Tabla 1 se reportan la estructura y las propieda-
des fisicas de los compuestos sintetizados. S6lo 3 de las DHPs
(22a, 26a y 28a) y 20 de las piridinas (2b-5b, 7b-9b, 13b,
15b-22hb, 24b-26b y 28b) son nuevos (no reportados en lalite-
ratura). Los espectros de resonancia magnética nuclear de
hidrégeno (RMN 1H), asi como el andlisis elemental (C, H, N
y halégenos), confirmaron la estructura propuesta para los
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compuestos nuevos sintetizados. En el caso de los compuestos
conocidos, los puntos de fusion determinados fueron acordes a
los reportados para cada compuesto.

Susceptibilidad de las DHPs a la oxidacion. En este estudio
solo se trabaj6 con DHPs no quirales, ya que es bien sabido
gue pueden existir diferencias en la biotransformacion de
enantiomeros [12, 13]. Todas las DHPs estudiadas son anélo-
gos de nifedipina (10a), con diferentes sustituyentes en el ani-
Ilo aromatico.

Los resultados obtenidos en la determinacién de la veloci -
dad de oxidacion microsomal, expresados como velocidad mé&
xima aparente (V,,,,), son presentados en la Tabla 2. El andlisis
delosvaores de V., Muestra agunos patrones en las diversas
subseries de DHPs monosustituidas. Por ejemplo, en la com-
paracion de los valores de V,,, de las DHPs con sustituyente
fluoro en posicion para, meta u ortho (12a, 17a 'y 18a, respecti-
vamente), puede verse un incremento en la velocidad de oxi-
dacién conforme €l sustituyente se aleja del carbono aromatico

Tabla 1. Estructuray propiedades fisicas de las DHPsy piridinas sintetizadas.

DHP X* Pf (°C) Rend. Piridina Pf (°C) Rend.

(%) (%)

Obs. Rep.** Obs. Rep.***

la H 196-198 198-199 17 1b 130-131 135-136 65
2a 4-OH 221-223 224-226 20 2b 177-179 31
3a 3-Br 196-198 196-198 33 3b 99-101 86
4a 2-Cl 193 192-193 35 4b 64-66 35
5a 3-OCH, 173-175 175-176 25 5b 70-72 85
6a 3-Cl 194 190-193 52 6b 110-112 114-115 91
7a 2-OCH, 199-200 198-200 51 7b 81-82 86
8a 2-CH, 182-184 181-183 40 8b 64-65 83
9a 3-OH 228-230 227-229 65 9 188-190 95
10a 2-NO, 171 169-170 41 10b 103 106 23
1la 3NO, 207-209 210-211 64 11b 122-124 Fokkk 50
12a 4-F 169 171 74 12b 119-121 Fokkk 96
13a 24-(NO,), 207-209 ko 36 13b 144-145 89
14a 2-F,6-Cl 188 186-187 27 14b 98-100 98-99 93
15a 35k 184-186 185-187 22 15b 131-132 82
16a 3-Br4-F 167-168 165-167 60 16b 102-104 85
17a 3-F 196-198 194 73 17b 109-110 77
18a 2-F 208-209 207-208 55 18b 93-95 85
19a 2-Br 166-168 163-165 22 19b 82-83 7
20a 3-CH, 192-193 190-191 58 20b 92-93 91
2la 2,6-F 199-201 198-202 59 21b 98-99 93
22a 2,3-F, 225-227 25 22b 76 67
23a 2,3,5,6-F, 183-186 184-185 45 23b 88 87-88 80
24a 2,3-Cl, 187-189 185-187 56 24b 105-107 79
25a 2,5-(OCH,), 166-168 164 34 25b 96-98 69
26a 4-CH(CH,), 172-174 70 26b 67-69 68
27a 4-NO, 198-200 198-199 51 27b 150-152 92
28a 4-OC,H; 158-160 80 28b 92-94 93

*Sustituyente en € anillo aromético, Fig. 1.

**Pf delas DHPs 1a-9a, 11a-12a, 14a-21a, 23a-25a y 27a son reportados en [15]; pf dela DHP 10a esreportado en [21].
***Pf delaspirdinas 1b, 6b, 14by 23b son reportados [6]; pf de la piridinal0b esreportado en [21].

**** Compuestos publicados pero cuyos pf no fueron reportados.
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unido a anillo 1,4-dihidropiridina. Lo mismo puede observarse
para las DHPs con sustituyente cloro o bromo (4a vs. 6a,y 19a
vs. 3a). Un comportamiento inverso es presentado por las DHPs
con sustituyente metilo 8a vs. 20a) que, a diferencia de los
hal6genos, es electrodonador. Esto sugiere que para reducir la
oxidacion de las DHPs es mejor que éstas presenten un susti-
tuyente electroatractor en posicion ortho. Lo anterior esta de
acuerdo con el mecanismo de oxidacion de DHPs que propone
la formacion de un radica cationico como paso inicial (y limi-
tante) de la reaccion [5, 14, 15], ya que la presencia de un
atomo (o grupo) €electroatractor en una posicion cercana a sitio
donde se lleva a cabo la oxidacion (anillo 1,4-dihidropiriding)
desestabilizara la formacion del radical catidnico y con ello
tedricamente se reducirala velocidad de oxidacion.

Un patron diferente a presentado por las DHPs con susti-
tuyentes halégenos (o grupo metilo) es el presentado por
aquellas DHPs con un grupo nitro en el anillo aromético (10a,
1la y 27a), en donde la secuencia de V,, €s meta > para >
ortho. En este caso, es conocido que el grupo nitro, a igual
gue los haldgenos, es electroatractor por su efecto inductivo
pero, en adicién a este, también presenta un importante efecto
de resonancia en el mismo sentido. Una medida del efecto
electronico total (inductivo y de resonancia) de un susti-
tuyente es la constante de Hammett (s) [16], que en el caso
del grupo nitro indica que el efecto electroatractor de este sus-
tituyente es més fuerte cuando esta en posicion para que en
posicion meta (s de 0.78 vs. 0.71, respectivamente; no hay
valores reportados para sustituyentes en posicién ortho). Una
consideracion similar es aplicable a las DHPs sustituidas con
un grupo hidroxilo (2a y 9a), en las que la sustitucién para
resulté en una mayor susceptibilidad a oxidacion microsomal
gue la sustitucién meta, y en donde los valores aplicables de s
son —0.37 y 0.12, respectivamente. De esta manera, el com-
portamiento de las DHPs con grupo nitro o grupo hidroxilo
estd acorde con lo expuesto anteriormente para las DHPs
mono-halogenadas, ya que a un efecto electroatractor mayor
corresponde una menor velocidad de oxidacion.

L os resultados obtenidos muestran unaimportante partici-
pacion del efecto electronico de los sustituyentes en el anillo
aromético sobre la susceptibilidad de las DHPs a la oxidacién.
Sin embargo, no podemos descartar la posible participacion de
los efectos hidrof6bicos y/o estéricos de los sustituyentes en la
oxidacién, aunque no fue posible observar una clara relacion
de V4« Con estos efectos.

En un trabajo publicado por Béarnhielm y Westerlund
[8], los autores hacen notar que dentro de la serie de DHPs
que ellos estudiaron, aguellas que presentaban baja velocidad
de oxidacion microsomal también presentaban bajo o nulo
efecto antihipertensivo. Esto pone de manifiesto la importan
ciadeidentificar sustituyentes que retarden la oxidacion de las
DHPs, pero que ala vez sigan teniendo una influencia positiva
sobre la actividad biolégica de las DHPs. Con el propésito de
conocer cuales de los sustituyentes en el presente trabajo
cumplian con estos requisitos, se procedio a analizar tedrica-
mente su potencial influencia sobre la actividad anatagonista
de las DHPs. Esto fue hecho con base en el trabajo publicado

Tabla 2. Velocidad de oxidacién microsomal (Vmax) de las DHPs.

Comp. Vina® Comp. Vira® Comp. Vira®

la 208027 1la 1.80+0.17 2la 0.22+0.03
2a 1461023 12a 270+£030 22a  0.04+0.006
3a 140+022 13a 214+015 23a 085+0.09
4da 119+014 1l4a 149+019 24a 1.20+0.14
5a 020+0.03 15a 161+026 25a 0.46+0.06
6a 138+021 16a 1.90+024 26a 5.62+0.82
Ta 32+037 17a 209+022 27a 1.67+0.12
8a 098+0.05 18a 0.38+0.07 28a 2.77+ 0.40
92 010+£0.02 19 0.97+0.12

10a 0.93+0.11 20a 0.28+0.04

*V el ocidad méxima aparente expresada en nanomolas de piridina formada por
mg de proteina'y por min. Cada valor representa la media + desviacion estan
dar de 6 experimentos.

por Coburn y colaboradores [17], quienes estudiaron la influ-
encia de los sustituyentes arométicos sobre la actividad antag-
onista de calcio de una gran serie de andlogos de nifedipina
De acuerdo a este trabajo, se esperaria que al menos tres de
los sustituyentes estudiados que inducen baja oxidacion (aque-
llos en 21a, 22a y 23a) lograran DHPs con buena biodisponi -
bilidad y significante actividad como BECs.

Parte experimental

Materiales

Todos los reactivos y solventes utilizados en el presente traba-
jo fueron obtenidos de la compafiia Aldrich (Milwaukee, WI,
USA). Los puntos de fusion fueron determinados en un apara-
to MEL-TEMP y son no corregidos. Los espectros de RMN
1H fueron obtenidos en un espectrometro Varian EM360A a
60 MHz, empleando cloroformo deuterado o acetona deutera-
da como disolvente y tetrametilsilano como referencia interna.
El andlisis elemental de los compuestos nuevos fueron realiza-
dos por la compafiia Galbraith Laboratories (Knoxville, TN,
USA). Todos los compuestos fueron caracterizados por su
espéctro de RMN 1H y su punto de fusion (en el caso de
encontrarse reportado), para confirmar la identidad de las
estructuras propuestas.

Procedimiento general para la preparacién de las DHPs
(reaccion de Hantzsch)

Una solucion de acetoacetato de metilo (1.5 g, 13 mmol),
hidroxido de amonio (0.5 ml de una solucion acuosa a 40%;
equivalentes a 0.11 g, 6.5 mmol de amoniaco) y €l correspon-
diente benzaldehido sustituido (6.5 mmol) en metanol (5 ml)
fue sometida a reflujo con agitacion magnética por un lapso
de 8 a 12 horas. El producto obtenido fue filtrado y recristali-
zado en metanol.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicarbonil-4-(2,3-difluor ofenil)-1,4-
dihidropiridina (22a). Sdlido cristalino: pf 225-227 °C; RMN
1H (acetona-dg, 60 MHz) d 2.4 (6H, s, 2 CH3), 3.6 (6H, s, 2
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OCHjy), 5.3 (1H, s, H-4), 6.8-7.4 (3H, m, 3 hidrogenos
arométicos), 8.1 (1H, s, NH). Anal. C 60.1, H 5.2, N 4.0, F
11.1, calcd para C;H,;NO,F,, C 60.5, H 5.1%, N 4.2, F 11.3.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(4-isopr opilfenil)-1,4-
dihidropiridina (26a). Sdlido cristalino: pf 172-174 °C; RMN
1H (CDCl;, 60 MHz) d 1.3 (6H, d, CH(CH,),), 2.5 (6H, s, 2
CHy), 2.4-3.1 (1H, m, CH(CHy),), 3.6 (6H, s, 2 OCH,), 5.1
(1H, s, H-4), 6.1 (1H, s, NH), 7.3 (4H, d, 4 hidrégenos
arométicos). Anal. C 70.5, H 7.4, N 4.1, calcd para
C,H25NO,, C70.0,H 7.3, N 4.1

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(4-etoxifenil)-1,4-
dihidropiridina (28a). Sélido cristalino: pf 158-160 °C; RMN
1H (CDCl;, 60 MHz) d 1.4 (3H, t, OCH,CH3), 2.4 (6H, s, 2
CHy), 3.6 (6H, s, 2 OCH3), 4.0 (2H, g, OCH,CH3), 5.0 (1H, s,
H-4), 5.7 (1H, s, NH), 7.1 (4H, dd, 4 hidrogenos aromaéticos).
Anal. C 66.0, H 6.8, N 4.1, calcd para C;4H,3NOs, C 66.1, H
6.7, N 4.1.

Procedimiento general parala preparacion delas piridinas

A una solucién caliente de la DHP (5 mmol) en acido acético
sele adiciond triéxido de cromo (0.76 g, 5 mmol) en pequefias
porciones. Esta solucion fue mantenida a reflujo y con
agitacion magnética por 30 min para posteriormente ser verti-
da sobre una solucion acuosa fria de hidréxido de amonio (pH
10). La solucién resultante fue extraida con cloruro de
metileno para posteriormente separar la fase organica, misma
que fue concentrada. El producto resultante (piridina) fue pre-
cipitado de la fase organica por adicion de agua. El precipita-
do fue filtrado y recristalizado en etanol.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(4-hidr oxifenil)-piridi-
na (2b). Solido cristalino: pf 177-179 °C; RMN H (CDCl,,
60 MHz) d 2.6 (6H, s, 2 CHy), 3.6 (6H, s, 2 OCHy), 6.7-7.4
(5H, m, 4 hidrégenos arométicos + OH). Anal. C 64.5, H 5.5,
N 4.1, calcd paraC47/H,;,NOs, C 64.8, H 5.4, N 4.4.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(3-br omofenil)-piridi-
na (3b). Sdlido cristalino: pf 99-101 °C; RMN 1H (CDCl;, 60
MHz) d 2.7 (6H, s, 2 CH,), 3.7 (6H, s, 2 OCHJ), 7.2-7.8 (4H,
m, 4 hidrégenos arométicos). Anal. C 53.6, H 4.2, N 3.3, Br
21.2, calcd para C;HgNO,Br, C53.9, H 4.3, N 3.7, Br 21.1.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(2-clor ofenil)-piridina
(4b). Sdlido cristalino: pf 64-66 °C; RMN 1H (CDCl;, 60
MHz) d 2.7 (6H, s, 2 CHy), 3.5 (6H, s, 2 OCH,), 7.1-7.7 (4H,
m, 4 hidrégenos aromaticos). Anal. C 61.5, H 5.2, N 4.1, Cl
10.2, caled para C;HsNO,Cl, C61.2, H 4.8, N 4.2, Cl 10.6.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(3-metoxifenil)-piridina
(5b). Sdlido cristalino: pf 70-72 °C; RMN tH (CDCI;, 60 MHz)
d 2.6 (6H, s, 2 CHy), 3.6 (6H, s, 2 OCH;), 3.8 (3H, s, OCHy),
6.7-7.5 (4H, m, 4 hidrégenos arométicos). Anal. C 66.0, H 6.0,
N 4.2, caled para CgH N Os, C 65.6, H 5.8, N 4.3.
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2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(2-metoxifenil)-piridina
(7b). Sdlido cristalino: pf 81-82 °C; RMN H (CDCl;, 60
MHz) d 2.6 (6H, s, 2 CH3), 3.6 (6H, s, 2 OCHjy), 3.8 (3H, s,
OCHjy), 6.9-7.4 (4H, m, 4 hidrégenos arométicos). Anal. C
65.2, H5.8, N 4.2, calced para C ;gHgNO5 C 65.6, H 5.8, N 4.3.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(2-metilfenil)-piridina
(8b). Sdlido cristalino: pf 64-65 °C; RMN 1H (CDCl;, 60 MHz)
d2.1(3H, s, CHy), 2.6 (6H, s, 2 CH,;), 3.5 (6H, s, 2 OCHjy), 7.1-
7.3 (4H, m, 4 hidrégenos arométicos). Anal. C 68.8, H 6.1, N
4.4, calcd para C;gH;JNO,, C69.0, H 6.1, N 4.5.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(3-hidroxifenil)-piridi-
na (9b). Sdlido cristalino: pf 188-190 °C; RMN 1H (CDCl;,
60 MHz) d 2.6 (6H, s, 2 CH3), 3.6 (6H, s, 2 OCH,), 6.8-7.4
(5H, m, 4 hidrégenos arométicos + OH). Anal. C 64.3, H 5.5,
N 4.3, calcd para C7H;NOs, C 64.8, H 5.4, N 4.4.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(2,4-dinitr ofenil)-pirid-
ina (13b). Solido cristalino: pf 122-124 °C; RMN 1H (CDCl;,
60 MHz) d 2.7 (6H, s, 2 CH3), 3.7 (6H, s, 2 OCHj), 7.4-9.2
(3H, m, 3 hidrégenos arométicos). Anal. C 52.4, H 3.9, N
10.8, calcd para C47H;7N3;Og, C52.5, H 3.9, N 10.7.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicarbonil-4-(3,5-difluor ofenil)-
piridina (15b). Sdlido cristalino: pf 131-132 °C; RMN 1H
(CDCl3, 60 MHz) d 2.7 (6H, s, 2 CH3), 3.7 (6H, s, 2 OCH,),
6.7-7.1 (3H, m, 3 hidrégenos arométicos). Anal. C 61.0, H
45,N 4.1, F11.1, cacd para C,;H,5NO,F,, C 60.9%, H 4.5,
N 4.2, F113.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(3-bromo-4-fluor ofe-
nil)-piridina (16b). Solido cristalino: pf 102-104 °C; RMN tH
(CDCl;, 60 MHz) d 2.7 (6H, s, 2 CH3), 3.7 (6H, s, 2 OCH,),
7.2-7.7 (3H, m, 3 hidrégenos arométicos). Anal. C 51.6, H
4.0,N 3.7, Br 19.9, F 5.1, calcd para C;/HsNO,BrF, C 51.5,
H 3.8,N 3.5, Br 20.2, F4.8.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(3-fluor ofenil)-piridina
(17b). Sdlido cristalino: pf 109-110 °C; RMN H (CDCl,, 60
MHz) d 2.6 (6H, s, 2 CH3), 3.6 (6H, s, 2 OCHj), 6.8-7.4 (4H,
m, 4 hidrégenos aromaticos). Anal. C 64.2, H 5.2, N 4.3, F
6.0, calcd para C;HxNO,F, C64.3, H5.1, N 4.4, F 6.0.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(2-fluor ofenil)-piridina
(18b). Sdlido cristalino: pf 93-95 °C; RMN 1H (CDCl,, 60
MHz) d 2.6 (6H, s, 2 CH3), 3.6 (6H, s, 2 OCH,), 6.9-7.6 (4H,
m, 4 hidrégenos aromaticos). Anal. C 64.5, H 5.2, N 4.3, F
5.8, caled para C;HxNO,F, C64.3, H5.1, N 4.4, F 6.0.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(2-bromofenil)-piridi-
na (19b). Sdlido cristalino: pf 82-83 °C; RMN 1H (CDCI ;, 60
MHz) d 2.7 (6H, s, 2 CH3), 3.6 (6H, s, 2 OCH,), 7.1-7.8 (4H,
m, 4 hidrégenos arométicos). Anal. C 54.1, H 4.4, N 3.7, Br
20.8, calcd para C,,H;4NO,Br, C53.9, H 4.3, N 3.7, Br 21.1.
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2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(3-metilfenil)-piridina
(20b). Sdlido cristalino: pf 92-93 °C; RMN 1H (acetona-dg, 60
MHz) d 2.3 (3H, s, CHy), 2.6 (6H, s, 2 CHy), 3.6 (6H, s, 2
OCHy), 6.8-7.4 (4H, m, 4 hidrégenos arométicos). Anal. C 69.0,
H 6.2, N 4.4, calcd para C4gH,gNO,, C 69.0, H 6.1, N 4.5.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicarbonil-4-(2,6-difluor ofenil)-
piridina (21b). Sdlido cristalino: pf 98-99 °C; RMN H (ace-
tona-dg, 60 MHz) d 2.7 (6H, s, 2 CHy), 3.7 (6H, s, 2 OCHj),
6.9-7.9 (3H, m, 3 hidrégenos arométicos). Anal. C 60.5, H
4.5, N 4.0, F 11.1, calcd para Ci;HsNO4F,, C 60.9, H 4.5, N
42,F11.3.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicarbonil-4-(2,3-difluor ofenil)-
piridina (22b). Sdlido cristalino: pf 76 °C; RMN 1H (CDCl,,
60 MHz) d 2.7 (6H, s, 2 CHy), 3.7 (6H, s, 2 OCHy), 6.7-7.1
(3H, m, 3 hidrégenos arométicos). Anal. C 60.5, H 4.4, N 4.0,
F 11.0, calcd para C,7H;5sNO,F,, C 60.9, H 4.5, N 4.2, F 11.3.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(2,3-diclor ofenil)-pirid-
ina (24b). Solido cristalino: pf 105-107 °C; RMN tH (CDCl,,
60 MHz) d 2.6 (6H, s, 2 CHy), 3.6 (6H, s, 2 OCH,), 7.1-7.7
(3H, m, 3 hidrégenos aromaticos). Anal. C 55.1, H 4.3, N 3.7,
Cl 18.7, calcd para C;;H;5NO,Cl,, C 55.5, H 4.1, N 3.8, Cl
19.3.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicarbonil-4-(2,5-dimetoxifenil)-
piridina (25b). Sélido cristalino: pf 96-98 °C; RMN H
(CDClg, 60 MHz) d 2.6 (6H, s, 2 CHy), 3.6 (6H, s, 2 OCH,),
3.7 (38H, s, OCH,), 3.8 (3H, s, OCH,), 6.6-6.9 (3H, m, 3
hidrégenos arométicos). Anal. C 63.4, H 5.7, N 3.7, calcd para
C,gH»NGg, C 63.5,H 5.9, N 3.9.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(4-isopr opilfenil)-pirid-
ina (26b). Solido cristalino: pf 67-69 °C; RMN 1H (CDCl,, 60
MHz) d 1.3 (6H, d, CH(CH;),), 2.6 (6H, s, 2 CH,), 2.4-3.1
(1H, m, CH(CHj3),), 3.6 (6H, s, 2 OCH3), 7.2 (4H, s, 4
hidrégenos arométicos). Anal. C 70.2, H 6.9, N 4.0, calcd para
C,H23NO,, C70.4,H 6.8, N 4.1.

2,6-Dimetil-3,5-dimetoxicar bonil-4-(4-etoxifenil)-piridina
(28b). Sdlido cristalino: pf 92-94 °C; RMN 1H (CDCl;, 60
MHz) d 1.4 (3H, t, OCH,CH,), 2.4 (6H, s, 2 CH,), 3.6 (6H, s,
2 OCH,), 4.0 (2H, g, OCH,CH3), 7.7 (4H, dd, 4 hidrégenos
arométicos). Anal. C 66.6, H 6.2, N 3.6, calcd para
C,gHNOs, C66.5, H 6.2, N 4.1.

Oxidacion enzimatica de DHPs

La oxidacion microsomal de las DHPs fue medida siguiendo
el procedimiento descrito por Niway colaboradores [3]. Para
esto fueron usados microsomas hepaticos de ratas Wistar
macho obtenidos por el método de Kamath y colaboradores
[18]. Los microsomas (contenidos en 0.150-0.175 mg de pro-
teina) fueron puestos en tubos que contenian solucion amor-
tiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 7.85) y un sistema generador
de NADPH (NADP+ 0.5 mM, glucosa-6-fosfato 10 mM, glu-

cosa-6-fosfato deshidrogenasa 0.33 Ul/ml, concentraciones
finales). Los tubos fueron equilibrados a 37 °C por 3 miny la
reaccion fue iniciada por la adicién de laDHP (5, 10, 20, 35y
55 uM, concentraciones finales). La reaccién fue continuada
durante 1 a 10 min a 37 © C y entonces fue detenida por la
adicion de 1 ml de cloruro de metileno.

M étodos analiticos

Nitrendipina (110 nM, concentracion final; estandar interno) y
100 plI de buffer de carbonatos (1M, pH 10.5, conteniendo 2M

de NaCl) se adicionaron a los tubos de reaccién. El contenido
de cada vial fue mezclado (usando un vortex) y las dos fases
fueron separadas por centrifugacién (3000 ~ g por 5 min). La
fase organicafue transferida a otro tubo y el contenido del tubo
de reaccion fue extraido una vez mas con cloruro de metileno
(1 ml). Las fases orgénicas fueron combinadas y evaporadas a
sequedad con corriente de nitrogeno. El residuo fue disuelto en
50 pul de metanol y alicuotas de 20 pl fueron tomadas para la
cuantificacion por HPLC de la piridina formada. Las corridas
cromatogréficas fueron realizada en un cromatdgrafo Beckman
System Gold, acoplado a una columna Hypersil (ODS C18, 3
pum, 0.46 ~ 10 cm) y un detector de arreglo de diodos
(Beckman, module 168). La fase movil utilizada fue
metanol/agua 64:36 (v/v) con una velocidad de flujo de 1.1
ml/min paralas DHPs 2a, 3a, 10a, 12a, 15a-17a, 27ay 28a, y
de 1.3 ml/min para el resto de DHPs. La deteccion fue hecha a
254 nm. Larelacién de altura de picos (piridina/estandar inter-
no) fue interpolada en una curva de calibracion, previamente
obtenida con las piridinas sintetizadas, para calcular la cantidad
de piridina formada. La velocidad de oxidacion fue corregida
por la concentracion de proteina, determinada por € método de
Lowry [19], y fue expresada como nanomolas de piridina for-
mada por mg de proteinay por minuto. Finalmente, se calculd
Vmax de acuerdo a Hanes [20].
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