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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer, es un trastorno neurodegenerativo que afecta
principalmente a los habitantes de naciones industrializadas y se caracteriza por tres
signos patoldgicos a nivel cerebral de gran importancia: formacion de placas g-amiloides,
formacion de ovillos de neurofibrillas y pérdida de la sinapsis. La deficiencia de la
neurotransmisidn colinérgica es considerada como una de las causas principales de la
pérdida de la memoria en pacientes con esta enfermedad. Un tratamiento paliativo para la
enfermedad de Alzheimer es el uso de agentes que restauran los niveles de acetilcolina.

Algunos inhibidores de la actilcolinesterasa como tacrina, donepezilo, galantamina
y rivastigmina (figura 1) son capaces de regenerar la memoria de los pacientes con
Alzheimer. Asi en estudios recientes’” se ha mostrado que los inhibidores de la
acetilcolinesterasa (AChE), los cuales actian en el sitio periférico y el sitio activo de la
enzima, pueden ademas de inhibir a la AChE, actuar como potenciales inhibidores de la
formacion de la proteina BA4-amiloide (BAP), causante de la formacion de las placas B-

amiloides.
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En afios recientes ha aumentado el interés por desarrollar un medicamento el cudl

pueda atacar la enfermedad de Alzheimer, se han realizado diversas investigaciones

considerando los diferentes aspectos por los cuales se puede iniciar la enfermedad, estos

son:

a)

b)

d)

e)

g)

Inhibicién de la agregacion de la proteina g-amiloide.

Fosfatasas que pudieran inhibir la formacién de PHF-tau.

Antioxidantes que prevengan el efecto de cascada de los radicales libres por
la proteina p-amiloide. A
Reduccién de la absorcion o concentracion de aluminio en tejido cerebral.
Reduccidn de la inflamacion del tejido cerebral de pacientes con Alzheimer
por medio de farmacos antiinflamatorios, esteroidales o no esteroidales.
Incremento de la concentracion de acetilcolina en el cerebro.

Estimulacion de los receptores neuronales involucrados en los mecanismos de

memoria.

Este trabajo se ha enfocado a la sintesis de farmacos potenciales para la inhibicion

de la acetilcolinesterasa, los cuales incrementarian los niveles de acetilcolina en el cerebro.

Se propuso como objetivo el realizar el disefio y la sintesis de cuatro derivados de

la 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina, asi como evaluar su potencial actividad inhibitoria

mediante modelaje molecular.

Se utilizd como intermediario comun para la sintesis de los derivados la 3-cloro-6-

fenil-5-metilpiridazina descrito previamente por Contreras,™ debido a que se ha

comprobado que la parte de la fenilpiridazina es la region farmacofdrica de la molécula.

Asimismo, se ha descrito en la literatura™ la sintesis de derivados de la 3-cloro-6-

fenil-5-metilpiridazina los cuales muestran actividad inhibitoria contra la AChE, por lo cual
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se decidid modificar mediante una reaccion de sustitucién nucleofilica el sustituyente de la
posicion 3 de la piridazina, el producto también podria funcionar como inhibidor de la
acetiloolinesterasa.

Los resultados obtenidos en la sintesis son los siguientes: de los cuatro derivados
propuestos se obtuvieron tres mediante la estrategia planeada; el cuarto producto, la 3-
amino-5, N, N-timetilpiridazina tiene una estructura distinta a la esperada, sin embargo
resulta de gran interés para su andlisis computacional.

En los resultados del modelaje molecular, se observa que todas las moléculas
obtenidas mediante la sintesis presentan interacciones dentro del sitio periférico de la
colinesterasa, por lo que éstas moléculas podrian actuar como inhibidores de la enzima,
las interacciones inhibidor-enzima varian en cada caso; tres de los derivados con los
sustituyentes 3'-furanmetoxi, 3-(1"-(2"-hidroxietil)-pirrolidina y 3-amino-N-(tiazol-2-il)
pueden presentar mayor estabilidad en el sitio periférico debido a la probable formacion
de puentes de hidrégeno entre los residuos de tirosina y los atomos de nitrégeno, oxigeno
y azufre de los distintos sustituyentes, ademas de observarse interacciones de tipo n-n con
las partes arométicas de los residuos de fenilalanina y las regiones arométicas de los

sustituyentes.
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2. ANTECEDENTES

.1 HISTORIA

Entre 1906 y 1907 el Doctor Alois Alzheimer realizé la descripcion anatomoclinica
de una paciente de 65 anos llamada Auguste D. que fallecio tras poco mas de cuatro afos
de presentar cuadro de demencia senil (pérdida de la memoria, desorientacion,
comportamiento impredecible, paranoia y alucinaciones), lo cual parecia extrafio que
ocurriera en una edad tan temprana.' La autopsia reveld un cerebro atrofiado e
histolégicamente se observd desorganizacion de las células nerviosas de la corteza
cerebral, ademas de estructuras anormales, llamadas ovillos de neurofibrillas y placas
neuriticas denominadas “degeneracion neurofibrilar”. Para 1910 esta condicion fue
nuevamente descrita por Emile Kraepelin en su manual de psiquiatria, donde reconoce el
aporte de un antiguo alumno suyo, Alzheimer, dando el nombre de “Enfermedad de
Alzheimer” a este padecimiento neurodegenerativo, ésta enfermedad se define como un
sindrome clinico determinado por la pérdida progresiva e irreversible de las funciones
cognoscitivas del individuo, con modificaciones neurohistologicas caracterizadas por
degeneracion neurofibrilar y granulovascular de tejido cerebral ademas de la presencia de
placas seniles, necesariamente acompanadas de circulacion normal.

La enfermedad de Alzheimer, se considera como un proceso degenerativo
incapacitante y progresivo del sistema nervioso central y es la causa mas comun de
demencia en ancianos. La expectativa de vida de estos sujetos se reduce a 50% vy la
calidad de ésta se deteriora enormemente no solo para el paciente sino también para su
familia, ademas de que el costo econdmico para la sociedad es muy elevado. La pérdida

de la memoria es un signo importante, pero no es el Unico dato que orienta el diagndstico
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pues también ocurre la disminucion gradual y progresiva de las funciones intelectuales, asi
como el deterioro de la orientacion, el juicio, el lenguaje, la percepcion y la capacidad para
solucionar problemas. Es evidente que los sintomas antes descritos son compartidos por
varias enfermedades degenerativas del sistema nervioso central, por lo que es importante
describir algunos elementos caracteristicos de la demencia presenil. La demencia presenil
es una afeccion temprana (aparece antes de los 65 afnos) en la que se presentan
modificaciones neurohistoldgicas caracteristicas (no asociadas a procesos vasculares). En
esta categoria se encuentra la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Pick y la
demencia asociada al sindrome de Down. El diagndstico se aplica fundamentalmente a
pacientes de 40 a 90 anos que presentan deterioro intelectual, y se realiza mediante
pruebas neuropsicologicas. Ademdas se presentan manifestaciones de trastornos de
memoria; alteraciones de las funciones cerebrales superiores como juicio, lenguaje,
percepcion, y conocimiento, alucinaciones, explosiones de conducta verbal o fisica

irracional y muy importante, pruebas de laboratorio normales.’

2.2 CAUSAS DE LA ENFERMEDAD

Existen diversas teorias para explicar las causas de la enfermedad de Alzheimer,
las cuales son excluyentes entre si, y que al parecer hay mas de un mecanismo
involucrado en el proceso de la enfermedad, por lo que se le ha considerado un mal de
origen multifactorial.

Dentro de las causas tenemos que existen errores en la sintesis de proteinas,
depdsitos de proteinas neurotdxicas, inflamacion del cerebro, aumento en la fosforilacion

de las proteinas cerebrales, inhibicion del crecimiento de las dendritas, dano neuronal por
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radicales libres, mutaciones a nivel genético y procesos de tipo infeccioso, principalmente
virales.

La teoria de los errores en la sintesis de proteinas es una de las mas recientes. Se
observd que la mutacion de un gen de las células neuronales de ratas recién nacidas
posteriormente era parcialmente restaurada a la normalidad (produccion de proteinas
normales) conforme las células de rata envejecian.’

La mutacién original que consiste en la eliminacion de sélo dos bases (G-A),
condujo a un corrimiento de la lectura del codigo genético.” Las ratas viejas que
sintetizaban la proteina normal tenian aun la mutacion original en el DNA pero la
decodificacion del RNAm se hacia en forma equivocada, lo que, paraddjicamente daba
como resultado la produccién de proteina normal.

La codificacién del RNAm se efectlia por la lectura equivocada de la secuencia -
GAGAG- en la que se ignoran dos bases (-GA-) y queda la secuencia -GAG- que se codifica
para un aminodcido, dando asi una proteina practicamente normal. La secuencia ~GAGAG-
se encuentra en diferentes proteinas, incluyendo dos que intervienen en la enfermedad de
Alzheimer: la proteina p-amiloide y la ubiquitina.

Posteriormente, una vez encontrado el codigo para lecturas equivocadas similares,
tanto para la precursora de la proteina p-amiloide (BAPP) como para la ubiquitina de los
pacientes con la enfermedad de Alzheimer,” se obtuvieron anticuerpos dirigidos contra
esas proteinas esperadas, carentes de las bases —=GA-, y se aplicaron a cortes de cerebro
de pacientes con enfermedad de Alzheimer y de Sindrome de Down. Los anticuerpos
reaccionaron con casi todas las muestras de tejidos de pacientes de ambas enfermedades,

asi como con aquellas que presentaban signos tempranos de placas amiloides y de ovillos
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de neurofibrillas, pero no reaccionaron con los tejidos control de un joven. El andlisis de la
proteina reactiva demostré que ésta es del tamafio esperado para la BAPP mutante.” ’

El mecanismo por medio del cual estos errores en las proteinas pueden causar la
enfermedad de Alzheimer no estd completamente entendido; sin embargo, se piensa que
la carencia de ubiquitina, cuya funcion es de eliminar las proteinas defectuosas, pudiera
ser |la causa de que se acumulen.

Asimismo, se ha observado la presencia de un tipo alterado de BAPP que puede

causar la acumulacion toxica del producto final, la proteina B-amiloide (BAP), presente en

las placas de los pacientes con Alzheimer (figura 2).

Figura 2. Proteina B-amiloide es un polipéptido que esta constituido por 40 a 42
aminoacidos y su PM es de aproximadamente 4200 Da. Al parecer constituye la mayor
parte en la formacién de las placas seniles.’
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Esta proteina es un péptido de 40-42 aminodcidos, con peso molecular aproximado
de 4200 Da, secretado normalmente por neuronas y otros tipos celulares del sistema
nervioso central. Otros tipos de proteinas (de la matriz extracelular, acetilcolinesterasa,
apolipoproteina E, etc.) son constituyentes habituales de los depdsitos amiloides. La
proteina p-amiloide se agrega con otras proteinas, reacciona con carbohidratos en un
proceso de glucosidacion y sufre cambios estructurales, volviéndose insoluble y adoptando
una conformacion de “hoja plegada-p”. Estas estructuras forman el centro de las placas
neuriticas y tienen actividad neurotoxica.

La creencia mas aceptada sobre la causa de la enfermedad de Alzheimer es el
depdsito anormal de proteinas neurotdxicas en el cerebro. Estos depdsitos dan lugar a
lesiones caracteristicas que se ubican en tres categorias generales (figura 3):

1) El cerebro de un paciente con enfermedad de Alzheimer contiene un gran
nimero de estructuras llamadas placas seniles, constituidas por un ndcleo
de proteina p-amiloide, que rodean terminales nerviosas degeneradas.

2) La anormalidad se caracteriza por la presencia de los llamados ovillos de
neurofibrillas; se cree que estos depdsitos son causados por la
hiperfosforilacion de una proteina llamada tau.

3) Esta lesion se conoce como AMY y es similar a las placas amiloides, pero

carece del nicleo de la proteina.

Primer categoria: Las lesiones que involucran a la proteina B-amiloide han sido
las mas estudiadas. La BAP deriva de una proteina mucho mayor llamada proteina

precursora de BAP (BAPP), que puede encontrarse en células normales.® * *°
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Figura 3. Fotografia de placa senil en la que se observan cuatro estructuras principales
tefiidas en rojo las cuales estan constituidas por la proteina B-amiloide que actia como
centro de degeneracion neuronal, puesto que engloba y distorsiona progresivamente
todos los elementos nobles, somas y prolongaciones neuronales. Estas placas se
encuentran en las estructuras intracerebrales involucradas en la memoria y el control
emocional, la amigdala, el hipocampo y los nicleos basales colinérgicos del cerebro

anterior.*

La BAP encontrada en las placas de pacientes con enfermedad de Alzheimer no
parece ser el producto del procesamiento normal de la BAPP.' ' ' Por tanto, la
explicacion mas simple para la enfermedad de Alzheimer seria la degeneracion y muerte
de las neuronas causada por la acumulacion de esta proteina, la cual es capaz de

interactuar directamente con las neuronas a través de una molécula receptora, que se ha

10
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identificado y ha sido denominada RAGE (Receptor for Advanced Glicosilation Ends). La
interaccion del péptido B-amiloide con este receptor parece inducir una lipoperoxidacion,
en particular a nivel de la membrana plasmatica. La lipoperoxidacion es un proceso en
cadena que implica la oxidacion de acidos grasos insaturados, proceso que normalmente
es prevenido por sustancias con actividad antioxidante. El resultado de la lipoperoxidacion
puede ser la muerte de la neurona (la lipoperoxidacion puede desencadenar directamente
la apoptosis) o bien la disfuncién neuronal.

Asimismo, se ha observado que la interaccion de la p-amiloide con el receptor
RAGE presente en el tejido de la microglia estimula la activacion o la transformacion a
célula macrofagica o ambos hechos. Estos macréfagos activados son entonces capaces de
liberar tanto exitotoxinas (acido glutamico, acido quinolénico) como radicales libres. La
gran interrogante es como y por qué se produce la BAP, la cual ademas se deposita en las
neuronas de los pacientes con Alzheimer y no en neuronas de los sujetos normales.

La BAPP es una proteina membranal y las porciones de ella que se extienden hacia
fuera de la membrana citoplasmética son liberadas por una enzima denominada secretasa
(figura 4).”” En este proceso normalmente no se produce BAP asociada a placas seniles;
sin embargo, si la secretasa corta fuera de la secuencia de la BAP, entonces se generaria
un fragmento (BAP4) que normalmente se encuentra en las placas de pacientes con
enfermedad de Alzheimer.'* *°

Algunos investigadores han encontrado un camino altemnativo para la degradacion
de la BAPP, el cual se realiza a nivel de pequefias vesiculas lisosomales con un gran
nimero de enzimas que podrian degradar a la BAPP, dando lugar a una variedad de

fragmentos amiloidogénicos (BAP 1-40, BAP 1-42 incluyendo el BAP4).!” Esto podria

11
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explicar por que la BAP puede encontrarse en el liquido cefalorraquideo tanto de pacientes

con Alzheimer como de sujetos normales.

corte
amiloidogenico

corte
no amiloidogénico

Figura 4. El corte dentro de la regidn BAP no conduce a la formacién de placas seniles.

La respuesta al por qué de esta enfermedad se podria dar sélo en algunos
individuos. En estudios de ingenieria genética, se introdujo un gen mutante de la BAPP,
obtenido de una familia con historia de la enfermedad de Alzheimer temprana, a un cultivo
de células y se detectd una concentracién de BAP 6 a 8 veces mayor que en los testigos. '

Segunda categoria: Un segundo tipo de lesion encontrado en los pacientes con
Alzheimer y que contribuye a la muerte neuronal son los ovillos de neurofibrillas. Estos
cumulos estan constituidos por filamentos helicoidales apareados (PHF), cuya subunidad

de proteina dominante es la proteina tav.

12
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La funcién de la proteina tau es la de regular y estabilizar la polimerizacién y el
ensamble de la tubulina para dar lugar a la formacion de microtubulos, los cuales son
importantes en el transporte de nutrientes a través de las neuronas.

La proteina tau que estad asociada a los PHF en los ovillos de neurofibrillas (PHF-
tau) tiene una estructura anormal ya que se ha demostrado que se encuentra
hiperfosforilada, por lo que no funciona adecuadamente el ensamble de los microtubulos,

19, 20

lo que conduce a la muerte neuronal (figura 5).

A . NORMaL B ALZHEIMER

@ tau hiperfosforilada
Otau no fosforilada

FIGURA 5. Representacion esquematica de las alteraciones en la organizacion funcional
de Tau. (A) Diagrama simplificado de un corte de un axon neuronal normal indicando la
asociacion de especies fosforiladas y no-fosforiladas de Tau a los microtobulos (MT),
filamentos de actina (FA) y neurofilamentos (NF). En (B) se muestra la situacion de una
neurona en proceso neurodegenerativo, lo que ocurriria como resultado de una Tau
alterada del tipo Alzheimer, en la cual se formarian fibras apareadas helicoidales (PHF) por
la autopolimerizacién de la proteina Tau.?

Existen estudios que muestran que las proteinas tau normal y anormal estan
fosforiladas practicamente en los mismos sitios, lo que sugiere que la fosforilacion anormal

encontrada en la PHF-tau es el resultado de la falla en la fosfatasa encargada de la
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eliminacion de los grupos fosfato, y que es indispensable para que la proteina funcione
adecuadamente. Esta fosfatasa parece no estar presente en las células de los pacientes
con la enfermedad de Alzheimer,* dando como resultados que se formen los polimeros
filamentosos insolubles encontrados en los ovillos de neurofibrillas. A pesar de lo anterior,
aun no esta claro si la proteina tau juega un papel directo o indirecto, pues se ha sugerido
que esta es una reaccion propia del estrés cerebral ya que se le encuentra en diversas
enfermedades neuroldgicas, en tanto que no ha podido demostrarse que el gen que
codifica para la proteina tau esté vinculada con casos de enfermedad de Alzheimer
familiar.?!

Tercera categoria: El Ultimo tipo de lesidn encontrado en los pacientes con
enfermedad de Alzheimer son las llamadas placas AMY. Estas lesiones se demostraron
mediante el uso de anticuerpos producidos contra las proteinas de tejidos cerebrales
enfermos, los cuales fueron incapaces de reaccionar con el niicleo -amiloide de las placas
o con la proteina PHF-tau.”” Sin embargo todas las muestras de tejidos provenientes de
pacientes con Alzheimer reaccionaron con el anticuerpo dirigido contra la proteina de
100kD, desconocida hasta entonces, ya que no se colorea con las técnicas rutinarias de

tincion.”

2.2.1 SOSPECHA DE QRIGEN BIOLOGICO

La sospecha de un origen bioldgico de la enfermedad, particularmente viral, se
basa en la analogia que las demencias de tipo Alzheimer tienen con la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, que produce un cuadro de demencia de evolucion rapida y fatal, ya que

con cierta frecuencia se encuentran placas seniles en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
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y se observa de manera esporadica una espongiosis neuronal en las demencias de tipo
Alzheimer.

Las SAF (scrapie-associated fibrils) encontradas en las neuronas de los enfermos
portadores de encefalopatias espongiformes subagudas humanas (como el scrapie, el kuru
y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob) se han asociado al posible caracter infeccioso de
estos procesos. El agente causal de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob estaria constituido
por una proteina infecciosa, asociada a las SAF y denominada “prion”, la cual aunque
presentaria algunas analogias estructurales con la sustancia amiloide, tendria una
secuencia de aminodacidos muy diferente. La supuesta transmision al chimpancé de la
enfermedad de Alzheimer, efectuada por Gibbs y Gajdusek en 1978, se ha puesto en duda
ya que nunca se pudo reproducir.?

2.2.2 FACTORES AMBIENTALES DE RIESGO

Se sabe que el hierro (Fe) facilita la accion toxica de la BAP mediante la conversion
de H,0; a radicales hidroxilo, y se ha demostrado que el aluminio (Al) aumenta el dano
neuronal producido por los radicales libres, inducidos por el hierro, en especial
incrementando las peroxidaciones de los lipidos.” °° También se ha propuesto que el
aluminio se enlaza a grupos de fosfato, protegiendo asi a la PHF-tau de la digestion.” Por
el contrario, otros autores han sugerido que altas concentraciones de fierro y aluminio en
la neurona pueden llevar a la produccion de “placas inmaduras” en el cerebro. La microglia
responde a estas placas, destruyéndolas pero produciendo al mismo tiempo H,0,. Estudios
epidemioldgicos sobre el efecto del aluminio por si solo en la enfermedad de Alzheimer no
han mostrado ninguna relacion, sin embargo, el aluminio, el hierro y el zinc juntos parecen
desempenar un papel en la neuropatogénesis de la enfermedad de Alzheimer ya que se

unen a la BAP, acelerando su agregacion.™ También se ha propuesto que el zinc puede
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participar en la apoptosis de las neuronas, dado que este metal interactia con los factores
de transcripcion que supuestamente estan relacionados con los procesos apoptdticos.™ Sin
embargo, algunos autores dudan respecto al papel del zinc.®

Asimismo parece que la nicotina y algunos metabolitos (cotinina) poseen potencial
caracter terapéutico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. El hecho de que
los fumadores, aun con un historial de demencia familiar, desarrollen menos la
enfermedad de Alzheimer que los testigos no fumadores lo demuestra. Se ha encontrado
que la nicotina inhibe la agregacion de los péptidos BAP 1-42 para dar lugar a las
estructuras laminares que se presentan en la formacion amiloide de la enfermedad de

Alzheimer.

2.3 BASES GENETICAS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La forma genética autosdmica dominante de la llamada “enfermedad de Alzheimer
familiar” (FAD) se caracteriza por la aparicion de los sintomas en etapas tempranas de la
vida, entre los 30 y los 60 anos de edad. Se han identificado tres genes que participan en
la aparicion de la FAD y un cuarto gen considerado factor de riesgo. Se han detectado
mutaciones en varios genes, los cuales se localizaron en los cromosomas 1, 14, 19 y 21
(Tabla 1).”

Tabla 1. Genes asociados a la enfermedad de Alzheimer.

Gen Cromosoma Producto del Incidencia/edad Actividad Referencia
_ gen _ .
PS-2 (STM2) 1 Siete proteinas 70-80% familiar Produccién de BAP1- 27
transmembranales 40-50 afios 42
PS-1 (5128) 14 Siete proteinas 70-80% familiar Produccion de BAP1- 26
transmembranales 40-50 afios 42
ApoE4 19 Factor de riesgo 40-50% aparicion Densidad de BAP en 38
tardia placas
60 afios 0 mas
4912 19 Factor de riesgo Aparicion tardia
BAPP 21 Precursor de la 2-3% familiar Produccion total de 48
proteina [i- 50 afios BAP, BAP1-42
amiloide
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Los genes presenilina-1 (PS1) y presenilina-2 (PS2), anteriormente conocidos como
S182 y STM2, se localizan en los cromosomas 14 y 1 respectivamente y son la causa mas
importante de la FAD.* % Se han identificado mutaciones sin sentido en ambos genes en
pacientes con FAD, y se conoce que codifican para proteinas transmembranales que
presentan un 67% de similitud en su secuencia de aminodcidos.?” % % * Se sabe que el
gen PS1 estd involucrado en la produccion de BAP por un proceso proteolitico sobre su
proteina precursora (BAPP).” ' El gen que gobiema la sintesis del precursor de la
proteina p-4-amiloide, componente principal de la sustancia amiloide de las placas seniles,
se encuentra en la region proximal del brazo largo del cromosoma 21.

Se han detectado diferentes mutaciones sin sentido en los genes PS1 y PS2, los
cuales aumentan selectivamente la produccion de tipos especificos de BAP, algunos de
estos péptidos (como el BAP1-42) se pueden encontrar depositados en las placas
formadas en la enfermedad de Alzheimer y en el sindrome de Down.*

Recientemente, De Strooper et. a/,>> publicaron que la funcién del gen PS1 estd
asociada con uno de los genes de la secretasa que interviene en el procesamiento de la
BAPP.** Estos autores siguieron el catabolismo de la BAPP después de que el gen de BAPP
se introdujo en neuronas de raton carentes del gene PS1, y encontraron que las células
carentes del gen PS1 redujeron la produccion de BAP en un 80% a partir de la BAPP en
comparacién con aquellas células que contienen el gen PS1 normal.” Esto contrasta con
los efectos observados en genes mutantes de PS1 presentes en pacientes con Alzheimer
que muestran sobreproduccion de BAP.

En el procesamiento de la BAPP intervienen tres secrefasas. La carencia de BAP en
las células con el gen mutante PS1-1 se explica por la ausencia de una tercera secretasa,

la y-secretasa, que de alguna manera es controlada por el gen PS1 y es indispensable para
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el rompimiento final de los fragmentos generados por las secretasas a y . Se encontrd
que los fragmentos generados por las secretasas, y que constituyen el sustrato para la -

secretasa, se acumulan en las células PS1-1 (Figura 6).
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secretasa |b

Figura 6. Proteina precursora del amiloide (APP). Se detalla la estructura del Ap y se
indican los sitios de corte de las secretasas.™

Se ha hecho una analogia entre el gen PS1 y un modelo del mecanismo de la
proteina enlazadora del elemento regulador de esteroles (SREBP). En este modelo,” el
primer rompimiento de la proteina membranal estd dado por la proteina activadora del
rompimiento de SREBP; a continuacion un segundo rompimiento (similar al de la »-
secretasa sobre la BAPP) libera el factor transcripcional enlazado a membrana.

También se han estudiado la patologia y muerte neuronales asociadas a
mutaciones en los genes PS1 y PS2. Un grupo de investigadores ha encontrado que la
proteina expresada por el gen PS2 mutante e introducido en células nerviosas incrementa
la susceptibilidad de dichas células a la apoptosis, contrariamente a la accion de la

proteina expresada por él en PS2 normal.™
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El descubrimiento del gen Apo E en el cromosoma 19 fue muy alentador, ya que se
le asocid a un buen numero de casos de enfermedad de Alzheimer de aparicion tardia.
Actualmente se considera un factor de riesgo (Tabla 1) pues algunos pacientes con
Alzheimer no acarrean el gen y otros si lo tienen no presentan la enfermedad.”* El gen
Apo E tiene tres alelos, y las variaciones genéticas de locus del gen de la Apo E
determinan el polimorfismo de la proteina dando lugar a 3 isoformas: Apo E-2, E-3 y E-4;
éstas difieren basicamente entre si en los aminoacidos 112 y 158 del polipéptido: asi como
la presencia del Apo E-2 aumenta el riesgo de hiperlipidemia de tipo III y de
arteriosclerosis, el Apo E-4 parece incrementar, de un 20% a un 90%, el riesgo de la
enfermedad de Alzheimer a una edad promedio de 68-84 afios. Se ha demostrado que el
gen Apo E-4 en homocigosis fue suficiente para desencadenar la enfermedad de Alzheimer
a la edad de 80 afios en 42 familias estudiadas. La proteina producida por el gen Apo E-4
(apolipoproteina E) es una proteina polimorfica e interviene en el transporte y
metabolismo del colesterol y de los triglicéridos. Se ha encontrado presente en liquido
cefalorraquideo y se ha observado a nivel experimental, que los anticuerpos generados
contra ella reaccionan con las placas seniles y los ovillos de neurofibrillas presentes en el
tejido cerebral de pacientes con Alzheimer.

El mecanismo molecular por le cual el gen Apo E-4 desencadena la enfermedad de
Alzheimer aun no se ha elucidado; sin embargo se ha demostrado que el gen Apo E-4 no
causa un incremento en el procesamiento amiloidogénico de la BAPP como lo hacen los
genes ligados a los cromosomas 12 y 21. En estudios /n vifro se ha demostrado cierta
evidencia de que el gen Apo E-4 actia a nivel de la polimerizacion de la BAP para dar

lugar a la formacion de los filamentos amiloides.
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Otro estudio ha sugerido que la apolipoproteina E, producto del gen Apo E, tiene
un papel estimulante en la polimerizacién de la BAP y que el producto del gen Apo E-4
presenta la mayor actividad catalitica. Recientemente se ha descrito un nuevo
polimorfismo dentro de la regién transcripcional del gen Apo E, el gen 491A que parece
ser independiente de Apo E-4 y en estado homocigdtico incrementa el riesgo de la
enfermedad de Alzheimer. Se ha sugerido que este gen actla alterando el nivel de
expresion del gen Apo E.*!

El gen que codifica para el gen BAPP se localiza en el cromosoma 21 y es
responsable del 2-3%, de la FAD (Tabla 1) que causan entre 1 y 6 mutaciones diferentes.
Estas se localizan cerca del sitio BAP, dentro de la zona de BAPP, y alteran el
procesamiento proteolitico, lo que conduce a la acumulacion de fragmentos de BAP en
particular de BAP 1-42. Es importante recordar que los genes PS1 y PS2 que son
responsables del 70-80% de las FAD, alteran las enzimas proteoliticas encargadas del
procesamiento de BAPP.

Hay razones para creer que aun faltan por descubrir mas genes involucrados en la
enfermedad de Alzheimer. Un estudio reciente” sugiere que una respuesta
inmunoinflamatoria pudiera desempefiar algin papel en la enfermedad de Alzheimer,
posiblemente dafiando a las células nerviosas. Una variante de los genes del complejo
principal de histocompatibilidad (HLA-A2) se ha encontrado en el 83% de un grupo de
pacientes que presentaban pérdida de la memoria a la edad de 50 afios. Grandes
cantidades de la proteina del gen HLA-A2 se han detectado en cerebros de pacientes con
Alzheimer. Estos hechos son congruentes con los reportes sobre el uso de diferentes
farmacos antiinflamatorios que pueden retrasar la aparicidn de los sintomas de la

enfermedad de Alzheimer. En otro estudio se observo que en poblaciones con una fuerte
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herencia Cherokee parecen tener poca propension a padecer la enfermedad de Alzheimer,
y se ha establecido que este factor genético podria ser independiente de los alelos de Apo
E y también disminuye con la edad.®

Otro factor que puede iniciar o promover el depdsito de los péptidos p-amiloides es
el factor de crecimiento transformante, TGF-B1. Esta sustancia, que desempena un papel
muy importante en la respuesta del cerebro al dafio, se incrementa en el sistema nervioso
central de pacientes con Alzheimer. Asimismo se ha demostrado, en ratones transgénicos
para el gen TGF-B1, que este factor acelera el depdsito de proteina amiloide.*

En el andlisis pos-mortem en el tejido cerebral de pacientes con Alzheimer se
encontro que el RNAm de TGF-p1 fue tres veces mayor que en individuos normales, lo que
también sugiere que la sobreexpresion del gen de TGF-B1 puede iniciar o acelerar el

depdsito de BAP en el cerebro.

2.4 TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Actualmente se efectlan los ensayos clinicos de varios farmacos que pudieran
prevenir o retrazar la aparicion de los sintomas de la enfermedad de Alzheimer. Aunque es
pronto para observar resultados, parece ser que algunos de ellos pueden retrazar en 10
anos la aparicion de los sintomas, lo que reduciria de manera importante la incidencia de
la forma tardia de la enfermedad. Las principales areas que se estan considerando para el
mecanismo de accién de los nuevos farmacos son las siete siguientes, dentro de las cuales
esta el incremento de la concentracion de acetilcolina en el cerebro (tabla 2),

1) Inhibicidn de la agregacion de la proteina p-amiloide.

2) Fosfatasas que pudieran inhibir la formacion de PHF-tau.
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3) Antioxidantes que prevengan el efecto de cascada de los radicales libres por

la proteina p-amiloide.

4)  Reduccion de la absorcidn o concentracion de aluminio en tejido cerebral.

5)  Reduccién de la inflamacion del tejido cerebral de pacientes con Alzheimer

por medio de farmacos antiinflamatorios, esteroidales o no.

6) Incremento de la concentracion de acetilcolina en el cerebro.

7) Estimulacion de los receptores neuronales involucrados en los mecanismos

de memoria.

Tabla 2. Lista de los fArmacos mas usados y sus actividades.*

FARMACO

ACTIVIDAD

Tacaina

Donepezil

Aricept

Rivastigmina

Ampakinas

Prednisona

Ibuprofeno

Y otros antiinflamatorios no esteroidales
Vitamina E

Premarin
Factor de arecimiento neuronal

Bloqueadores de los canales de calcio
Farmacos hipocolesterolemiantes

Inhibidores de proteasas

Inhibidor de a acetilcolinesterasa

Aumenta la actividad del receptor de

Antiinflamatorio

Hormona femenina
Mantiene 2 las neuronas colinérgicas en

Inhibe la entrada de cakio a las
Reduce las concentraciones de Apo E4

Bloguea la produccion de la proteina fi-

~ MECANISMO DE ACCION
Compensar la pérdida de las neuronas
colinérgicas

Mejora la memoria aumentando la
potenciacion a largo plazo

Previene el dafo inflamatorio a las
neuronas

Protege contra el dafio por radicales
libres

Promueve la supervivencia neuronal
Promueve la supervivencia neuronal

Reduce la toxicidad del calcio

Previene la toxicidad de la Apo E4 a las
neuronas

Previene la pérdida de neuronas por la
toxicidad de la proteina [i-amiloide

2.5 INHIBIDORES DE LA COLINESTERASA

Para producir un incremento de la concentracion de acetilcolina en el cerebro, se

han utilizado los inhibidores de la colinesterasa.

A pesar de la naturaleza multifactorial de la enfermedad de Alzheimer (EA), las

estrategias que se han disefiado para el tratamiento de la EA se han dirigido basicamente

hacia dos objetivos:
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a) El péptido p-amiloide y,

b) La neurotransmision colinérgica.

La primera estrategia se orienta hacia la prevencién de los procesos
neurodegenerativos que finalmente provocan el dafio irreversible en el cerebro. La EA esta
neurohistopatoldgicamente caracterizada por la aparicion de placas seniles extracelulares,
mayoritariamente formadas por placas del péptido p-amiloide, redes o nudos
neurofibrilares debido a la hiperfosforilacion de la proteina tau, y la degeneracion o atrofia
de las neuronas colinérgicas. El péptido p-amiloide procede de la hidrdlisis de la proteina
precursora B-amiloide (APP). Este proceso puede ocurrir por dos vias mutuamente
excluyentes, ya sea por hidrdlisis de la proteina por una a-secretasa que da lugar a
fragmentos solubles de APP no tdxicos y neuroprotectores o, alternativamente, por
sucesivas hidrdlisis de APP por las enzimas p- y y-secretasas que generan el péptido p-
amiloide. Aunque trazas del péptido B-amiloide estan siempre presentes en el
metabolismo normal de APP, un aumento de la produccion del péptido, su agregacion y
depdsito como placas amiloides insolubles puede ser el desencadenante del inicio de la
enfermedad. Por lo tanto, cualquier agente que impida la génesis y depdsito del péptido B-
amiloide serd Util para impedir el progreso de la enfermedad. En cualquier caso, a pesar
del reciente desarrollo de inhibidores de f- y y-secretasas o inhibidores de la agregacion
de las placas amiloides, estas aproximaciones estan adn en su desarrollo inicial y no hay,
por lo tanto, datos clinicos al respecto.

La segunda aproximacion para el tratamiento de la EA se basa en la llamada “hipdtesis
colinérgica” que postula que los sintomas que presentan los pacientes de la EA son el

resultado de la deficiente transmision colinérgica y del déficit en el nivel de
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neurotransmisores, principalmente acetilcolina (ACh). Entre los farmacos para restaurar la

neurotransmision colinérgica, estan los que acttan a:

a)

b)

)

Nivel presinéptico, elevando el nivel de ACh, a través de productos que
bloquean los canales de potasio voltaje-dependientes (linopirdina), antagonistas
muscarinicos M2 (PG-9, SCH-72788) o agonistas nicotinicos (nicotina), o a través
de productos que aumentan la absorcion de colina (Ch), etapa clave en la sintesis
de ACh (MKC-213).

Nivel postsinaptico, como los agonistas muscarinicos M1. En efecto, es bien
sabido que en la EA los receptores muscarinicos M1 no sufren degeneracion
alguna, por lo que los agonistas muscarinicos M1 pueden ser Utiles en el
tratamiento de la EA, independientemente del grado de degeneracion de la
transmision colinérgica. Es ésta la razén por la que los agonistas muscarinicos M1
(andlogos de arecolina, espiropiperidinas/espiroquinuclidinas, o andlogos
heterociclicos de acetilcolina) se han liegado a proponer como una alternativa
estratégica mas apropiada que los inhibidores de la AChE para tratar la EA.™

Nivel sinaptico, como los inhibidores de acetilcolinesterasa (IAChE). Este tipo de
inhibidores ha jugado un papel clave en el tratamiento sintomético de la EA. Es
cierto que el balance global es limitado y no sin inconvenientes, ya que la
respuesta clinica ha sido heterogénea, parecen idoneos sélo en las primeras etapas
de la EA y sus efectos han sido mas bien paliativos que decisivos para atajar la
enfermedad, presumiblemente porque estos farmacos actian mds sobre una
consecuencia de la enfermedad (el défict colinérgico) que en las causas de la

enfermedad.®
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GENERALIDADES DE LA ACETILCOLINESTERASA (AChE)

La funcidon primordial de acetilcolinesterasa (AChE) es la hidrdlisis rapida del
neurotransmisor ACh en las sinapsis colinérgicas. La reaccion de hidrdlisis procede por
ataque nucledfilo al grupo carbonilo, acilaciéon de la enzima y liberacion de la colina; a
continuacion, se hidroliza la enzima acilada dando acido acético, regenerandose la enzima.
La estructura tridimensional de AChE de Torpedo californica, determinada por rayos-X con
una resolucién de 2.8&,“ ha mostrado que el centro activo de la enzima se encuentra al
fondo de un estrecho y largo “tunel catalitico” (de unos 20R). Los IAChE pueden actuar, o
en el sitio activo catalitico, y/o en el sitio periférico. Los inhibidores que acttan sobre el
centro activo impiden la unién de una molécula de sustrato, o su hidrdlisis, ya sea
bloqueando el sitio por su alta afinidad o reaccionando irreversiblemente con la serina
proxima al centro catalitico. El sitio periférico es una zona mas difusa, situada a la entrada
del "tunel catalitico”, y donde se unen preferentemente moléculas pequefas (propidium) o
toxinas de tipo peptidico, (fasciculinas). Otras (decametonio), interaccionan
simulténeamente sobre uno u otro centro. Tal como se ha visto por los estudios
cristalograficos de los complejos de AChE y sus inhibidores, el sitio activo de AChE esta
formado por tres aminoacidos (Ser200-His440-Glu327) localizados en el fondo de un largo
y estrecho “tunel”, estando la mayor parte de su superficie recubierta por unos ocho
restos aromaticos, y un subsitio que incluye al Trp84, localizado cerca del fondo de la
cavidad. Trp84 es el punto de interaccion del grupo cuaternario de ACh y el decametonio.
De la misma forma, en el sitio periférico, cerca de la entrada a la garganta se encuentra
Trp279 donde se ha localizado la union del segundo grupo cuatemario de decametonio, y

que seria el responsable de la adhesion a la enzima (figura 7).
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Figura 7. Estructura de rayos X del decametonio (naranja), (atomos de nitrégeno
mostrados en color azul), (atomos de oxigeno mostrados en color rojo). Se muestran
solamente los aminoacidos que se localizan en el sitio catalitico y sitio periférico de la

AChE.*®

Recientemente se ha descrito que la AChE podria también acelerar el depdsito de
placas del péptido B-amiloide. Esta actividad estaria favorecida por ligandos (como
decamethonium y propidium) que se unen al sitio activo anidnico periférico de AChE,
mientras que no se veria afectada por inhibidores especificos del centro activo de la
enzima, como edrophonium, lo que indicaria posiblemente que es el centro activo

periférico de AChE el que estaria implicado en la formacion de las placas p-amiloides.™
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INHIBIDQRES DE LA ACETILCOLINESTERASA (IACHE,
Los inhibidores de la colinesterasa los podemos clasificar en cuatro categorias que
son:
¢ Inhibidores pseudo-irreversibles,
« Inhibidores irreversibles,
« Inhibidores tipo-andlogos de estados de transicion, e
« Inhibidores reversibles.
.1 INHIBIDORE. DO-IRREVERSIBLES.
Esta clase de IAChE incluye un grupo de carbamatos (Figura 8-10) que forman un
complejo carbamoilado con el residuo de Ser200 de la triada catalitica de AChE el cual se

hidroliza mas lentamente que la forma acilada resultante de la interaccion con ACh.

v Fisostigmina

Figura 8
Fisostigmina: primer IAChE clinicamente estudiado para el tratamiento de EA, no
supero la fase clinica III por problemas de corta vida media, variable biodisponibilidad y
estrecho indice terapéutico.”
Eptastigmina: menos toxico y con un tiempo de accién mas prolongado, esta en
fase clinica I11.*
Quilostigmina: ha mostrado un perfil farmacoldgico interesante alin se encuentra

en fase .%
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Rivastigmina (Excelon®): es mucho mds potente /in vivo e in vitro que la

fisostigmina, ademas inhibe a la butirilcolinesterasa (BuChE), presenta buena combinacién

de selectividad cerebral, accion duradera /n vivo, buena tolerancia y neuroproteccion.

Aprobada por UE en 1998 y la FDA en 2000.%

Carbamatos de 2* Generacion
A
0 1 N
T s
A
‘ »
A Eptastigmina
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N i
T o
() NI M
\
A OQuilostiomina (NXX-066)
i T W
Rivastigmina (SDZ-ENA-713)
Figura 9

Fenserina y Tolserina: presentan perfil terapéutico amplio, de gran potencia

para mejorar la memoria y la cognicién en estudios preclinicos con animales modelo.*

Ro 46-5934: potente agonista del receptor muscarinico M;, induce altos niveles

de Ach a nivel extracelular.

28



ANTECEDENTES

CHF2819: inhibidor de la AChE de accién prolongada que produce tanto altos
niveles de Ach y serotonina en hipocampo de rata, esto podria ser Util en la depresion de
los enfermos de Alzheimer.

P10358: no selectivo IAChE, mas eficaz y seguro que eptastigmina en estudios

preclinicos con animales.®

Carbamatos de 3" Generacion
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Figura 10

Ro 16-3931

CHIZ&1
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2.5.2 INHIBIDORES IRREVERSIBLES.

Esta familia de IAChE incluye una serie de organofosfatos que forman complejos
estables fosforilados con el residuo de serina en el centro activo de AChE, y cuya

desfosforilacion es atin mas lenta que la descarbamoilacion.

|l Metrifonato

Figura 11

El Unico representante que ha experimentado un amplio estudio clinico es
metrifonato (figura 11). Este compuesto es un pro-farmaco, de por si no-activo, que se
transforma no-enzimaticamente en 2,2-diclorovinil-dimetilfosfonato (DDVP), el verdadero
IAChE /n vivo (y también de BuChE) en pequefias dosis y por largo tiempo (varias
semanas), siendo pues el IAChE conocido de efecto mas prolongado.

A pesar de haber superado la fase clinica III, la FDA finalmente no lo ha aprobado
debido a problemas detectados en el sistema respiratorio y en musculo en un grupo
pequefio de pacientes.*

2.5.3 INHIBIDORES TIPO-ANALOGOS DE ESTADOS DE TRANSICION

El yoduro de m-(N, N, N,-trimetilamonio)trifluoroacetofenona (figura 12) es un
poderoso IAChE, cuya potencia procede de la interaccion covalente y reversible con el
residuo de serina del centro activo de la enzima, formando un aducto hemiacetalico,

tetraédrico, que recuerda el estado de transicion en el mecanismo mismo de la enzima.
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Sin embargo, el caracter i6nico de la molécula impide su paso a través de la barrera

hematoencefalica.

(} ()

I®\|I\G\-)d\ | \l-‘ﬁld\; |

Yoduro de m-(N. N N -trimetilamino) trif luoroacetofenona Zifrosilona (INIDL-72715)

Figura 12
Teniendo el mismo disefio, el compuesto anterior ha sido superado por la
zifrosilona (figura 12), compuesto que se esta evaluando como posible farmaco para el
tratamiento de la EA. Se trata de un IAChE selectivo y potente, con una A a nivel
picomolar. Zifrosilona, se ha demostrado eficiente en estudios con animales, baja
toxicidad, aumentando el nivel de neurcaminas como adrenalina y dopamina.®

2.5.2.4 INHIBIDORES REVERSIBLES.

Estos inhibidores interaccionan con la enzima cerca del sitio catalitico, sin producir
complejos covalentes. Son tres familias de este grupo: tacrinas (andlogos de
aminoacridinas) (figura 13), las N-bencilpiperidinas (figura 14) y algunos alcaloides (figura

15).
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N1, NI O b

Tacrina Velnacrina 7-Metoxitacrina

O"\\n Ol NI, INIL
COO a0 CO©

Suronacrina Amiridina SAI-108K8

Figura 13. Analogos de aminoacridinas

TACRINAS (ANALOGOS DE AMINOACRIDINAS)

En este grupo se encuentra la tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina). En el
analisis por rayos X del complejo tacrina-AChE se observa que tacrina dispone
paralelamente entre los restos de Trp 84 y Phe 330, el dtomo de nitrégeno heterociclico
estad formando un puente de hidrégeno con el grupo carbonilo de la cadena mas larga de

His 440, y el grupo amino forma un puente de hidrégeno con una molécula de agua.™
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Figura 14, N-bencilpiperidinas.
-BENCILPIP, NA

A este grupo pertenece el donepecilo. El analisis por rayos X del complejo
donepecilo-AChE, muestra que el donepecilo adopta una singular orientacion, situdndose
desde el centro anidnico del centro catalitico hasta el sitio periférico de AChE,
interaccionando con distintos restos aromaticos de los diferentes aminoacidos aromaticos
y moléculas de agua. Se observa que el grupo bencilo se dispone en una posicion paralela,
dando lugar a una interaccion p-p, con el anillo inddlico de Trp 84 y, por lo tanto,
ocupando el sitio de unién de los grupos cuaternarios en el centro activo; el nitrégeno
cuatermnario del anillo de piperidina genera una interaccién catidn-p con el resto de Phe
330; finalmente, el anillo de indanona se dispone paralelamente (interaccion z-z) con el

anillo de indol de Trp 279 en el sitio periférico.™
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Ol K=\l Galantamina
=\ R= COMe PI10I2
RN CO e badamannber 11149P

Huperzina A

Figura 15. Alcaloides.

ALCALQIDES

En este grupo se encuentran la galantamina y huperzina A. La galantamina se
une a la base del sitio activo interno de la enzima interaccionando con el bolsillo de unién
del grupo acilo y con el sitio de union del grupo amonio cuaternario. Sin embargo, la
amina terciaria interacciona por medio de una molécula de agua con los restos de Trp 84 y
Phe 330. Otros puntos de contacto son los puentes de hidrogeno del oxigeno del grupo
metoxilo y del grupo hidroxilo de Ser 200, entre el grupo carboxilico de Glu 199.

En el andlisis por rayos X de complejo huperzina A-AChE se observa que el grupo
amino interacciona con los anillos aromaticos de Trp 84 y Phe 330, hay un puente de
hidrégeno entre el grupo etilideno y el oxigeno principal de His 440, y varias moléculas de

agua interaccionando con distintos residuos en el sitio catalitico.™

2.6 SERIES DE DERIVADOS DE PIRIDAZINAS COMO TAChE
Estos IAChE son considerados inhibidores reversibles tales como tacrina,

donepecilo, galantamina y rivastigmina, para esta serie de derivados se realizd un analisis
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computacional en el cual se investigaron los posibles modos de unidon mediante la
estructura de rayos X de la AChE. Los estudios del anclaje permiten identificar algunas
caracteristicas del modo de unidn de los inhibidores; por ejemplo se encontrd que para la
3-[2-(1-bencilpiperidin-4-il)etilamino]-6-fenilpiridazina (en forma de clorhidrato) (figura
16), la regidn de nitrégeno de la piperidina (protonado) con densidad de carga positiva,
logra formar una interaccion catién-nube , la cual interactda con los residuos de Phe 330

y Trp 84 que estan ubicados en la parte anidnica del sitio activo de la enzima.

— N-N

e HCI
Figura 16. clorhidrato de la 3-[2-(1-bencilpiperidin-4-il)etilamino]-6-fenilpiridazina

Interacciones hidrofdbicas y de tipo van der Waals son también evidentes para el
modelo de proteina inhibidor. Las interacciones de tipo van de Waals del anillo de
piperidina ocurren con el residuo de Phe 331 y Tyr 334. El anillo bencilico del derivado de
la figura 16 desarrolla una interaccion n-n con el anillo aromatico del Trp 84, la parte de la
fenil-aminopiridazina estd localizada en la entrada del tunel catalitico e interacciona con
dos residuos aromaticos, el Trp 279 y la Tyr 70, los cuales se encuentran en el sitio
periférico de la AChE. El anillo de fenilo el cual no es coplanar con el heterociclo de la
aminopiridazina, parece tener interacciones n-n con el residuo aromatico de Trp 279, asi el
anillo de la aminopiridazina ocupa la misma region en el espacio que el nitrdgeno
cuaternario del decamethonium. En general el inhibidor parece actuar en ambos sitios, en
el sitio periférico y en el sitio activo de la enzima.™
Aunque el estudio de modelaje molecular nos provee informacion interesante para el

disefio de potentes inhibidores, el trabajo computacional fue realizado después de haber
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iniciado la estrategia clasica de estructura-actividad. Asi cuatro tipos de modificaciones
estructurales fueron investigados con la finalidad de obtener la actividad contra la AChE.

e La primera, fue realizar sustituciones en el C-4 y C-5 de la piridazina (tabla 3).

R. R <—~\ ./
O~
Compnd R, R Mp °C Form.la 1€ 1ndY
I H H 2eX CoHN ZHO HO 2y -0
42 H Me 24n CaHa N 2HUD US HO =20
4b H i-Pr 13 Cy=tiuNe 2HU 2 H0 BRI B
4c Me H NS CaHuhg 2HOL T 2HOD 213
4d b H 2 CoelaoNg 2HCH HO o B
de Pt H FER CobiaNe 2HOD LSO iz v
4 - Zon C.olu N 2HCH VH:0 440 - 47

Tabla 3. Primer tipo de modificacion para la obtencién de derivados de aminopindazinas.™

» La segunda, fue introducir un puente de metileno entre el C-5 de la piridazina y el

grupo fenilo, dando una serie de analogos triciclicos (tabla 4).
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Tabla 4. Segundo tipo de modificacion para la obtencién de derivados de aminopiridazinas.™

La tercera, fue el reemplazar el grupo fenilo por un sustituyentes no aromatico y

aromaticos previamente estudiados (tabla 5).
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C  H--CIN, 2101 110
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be 2-CI-Ph 153 C.H.ACIN, 2HCL 25 H:0 R« 6
6  3S(CFu: Ph 220 CaHy NJF 2 HCL &6 =3
6g” 2.naphthyl 208 CsHpNy 2HC. 125 H:0 &% 110
6h 3-AcNH-PR 2in Ci-H NGO 2HC) 1 SHO g2
bi 3-Ac-Ph 243 C..H NGO 2HCL H:O 4-4
6  3.4-0CH.0-Ph 274 C:HaN0: 2HCI H:0 7113
(18 4-CN-Ph 247 C:H:-N 2HCH 1 75 HO 100113
6l 4-F-Ph 263 ColplNy 2HCLOSHO0 380+ 30
6m 34{NMe »-Ph 145 CuHieNG3HC 3 SHO 21 =10
6n Z-thiopheny 227 Co:HoNGS 2HO 2H0D a7 -3
6o pamiaimd 13] CaoH: N JHCH 3 H-O 74 4

Tabla 5. Tercer tipo de modificacion para la obtencién de derivados de aminopiridazinas.””

e Lla cuarta, fue cambiar la cadena de la bencilpiperidinil-etilamina por otros

analogos (tabla 6).

L ]
Corpa! X Y Mp C Forala 10w s’
1 NHOILC)- TN Coa™N: 2100 12280
10 (o - L 1538 Co Mo N0 2 HEOS G S LA [N B B R
12 SCHELC | L NS 2HC RS PR YR |
I4a SNHIUOH 11, CoH N0 2HUE SHAO E U
16a  SHOH-CH: a6 CareNe THCL D et}

b NHCOCH. =%t Tt Colleha0 2001 2H:0 17+ 2

183 NHUHCO e2f CaH-NOZHULLISHO 15+
Ish NHCOH.CH; 186 CoHeeNe THU 1TSH:0 0 4=
14c NHO(OCH, o = G HNO SHCO C3HO 18-
186 NHCH (O 218 CoH NGO HC CSRHO a0

Tabla 6. Cuarto tipo de modificacién para la obtencién de derivados de aminopiridazinas.™
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i RIVAD PIRIDAZINA M TENCIA AChE.

La serie sintética para la tabla 3 se realizd partiendo de un aldehido o cetona
mediante una reaccion de condensacion con un acido a-cetocarboxilico e hidrato de
hidrazina para la obtencion de la piridazinona; posteriormente se realizd la halogenacion
del carbonilo empleando oxicloruro de fdsforo obteniendo asi la 3-cloropiridazina
correspondiente, por ultimo se realizd la sustitucién nucleofilica aromatica sobre el anillo

de la 3-cloropiridazina obteniendo el derivado correspondiente (esquema 1).*°

bencilpiperidin-4-il)etilamina, NH4Cl, n-BuOH, 130 °C; (e) 2-(1-bencilpiperidin-4-il)etilamina, 100°C.

Esquema 1. Ruta sintética para la obtencién de los derivados de piridazinas™.

La serie sintética para la tabla 4 se realizd partiendo de la 3,6-dicloropiridazina y la
2-(1-bencilpiperidin-4-il)etilamina obteniendo el producto sustituido monoclorado, el cual
posteriormente es tratado con dos distintos reactivos, el acido acilborénico o bien el

etdxido de sodio obteniendo asf los derivados correspondientes (esquema 2).*
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ey,

NS/
N-N

R

6a-0

Reacciones y condiciones: (a) 2-(1-bencilpiperidin-4-il)etilamina, HCI/H,O/Acetona, 100°C; (b)
ArB(OH),, base, disolvente, 100°C; (c) MeONa, DMF, 130 °C.

Esquema 2. Ruta sintética para la obtencién de los derivados de piridazinas.™

La serie sintética para la tabla 5 se realizé partiendo de 1-bencil-4-piperidona y
trietil fosfonoacetato obteniendo asi el 1-bencil-4-[(etoxicarbonil)metil-en]piperidina;
realizando posteriormente una reduccion hasta obtener el 1-bencil-4-(2-hidroxietil)
piperidina que funcionaria como intermediario de la reaccion pém la obtencion de los

productos finales (esquema 3).*"



ANTECEDENTES

THF; (d) 3-cloro-6-fenilpiridazina, reflujo; (e) SOCI;, CHCl;, reflujo; (f) 6-fenil-3-tiolpiridazina,
EtONa, EtOH, reflujo.

Esquema 3. Ruta sintética para la obtencion de los derivados de piridazinas.™

La serie sintética para la tabla 6 se realizd partiendo de una mezcla de 2-(1-
bencilpiperidin-4-il)acetonitrilo con hidroxido de sodio 1M, posteriormente el producto de
reaccion se tratd con cloruro de oxalilo y 3-amino-6-fenilpiridazina, los compuestos
sucesivos se sintetizaron a partir de la 2-(1-bencilpiperidin-4-il)etilamina o bien de la

carboxiamina correspondiente (esquema 4).*
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eNe ——gm*/\,em

13a A=CH. B=N 14a A=CH B=N
13b.A=N B=N 14b A=N. B=N
13¢c A=N, B=CH 14c A=N B=CH
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178 A=N.B=N A=NH B=CHorN 15a A=N B=N
17b A=N B=CH 16h A=N B=CH

KX o ok L

18a A=N B=N 162 A=N B=N

1lb __ =N E CH _ _ _ __ ____16h * CH __
Reacciones y condiciones: (a) NaOH EtOH reﬂup, (b) CICHzcozEt TEA reﬂulo (c) NaOH EtOH,
reflujo; (d) (COCL,),, ta; (e) 3-amino-6-fenilpiridazina, CH.Cl;, TEA, ta; (f) NCCH,CI, K,CO3, reflujo;
(g) LiAlHs, THF, ta; (h) N-bromoetilftalamida, xileno, 130°C; (i) NH,NH;eH,0, EtOH, reflujo; (j) 3-
cloro-6-fenilpiridazina, NH4Cl, n-BuOH, 130°C; (k) CICH,COCI, CHCl,, reflujo; () ftalamida potasica,
DMF, ta; (m) NH;NH,eH,0, EtOH, A; (n) 3-cloro-6-fenilpiridazina, piridina, reflujo.

Esquema 4. Ruta sintética para la obtencién de los derivados de piridazinas.™
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar la sintesis de cuatro distintos derivados de la 3-cloro-6-fenil-5-
metilpiridazina como potenciales inhibidores de la acetilcolinesterasa para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y evaluar su potencial actividad

biolégica mediante modelaje molecular.

Objetivos particulares

<

>

Realizar la sintesis de cuatro derivados de la 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina:
6-fenil-3-(3'-furanmetoxi)-5-metilpiridazina
6-fenil-3-(1"-(2"-hidroxietil)pirrolidin)-5-metilpiridazina
6-fenil-3-hidrazino-5-metilpiridazina

3-amino-N-(tiazol-2-il)-6-fenil-5-metilpiridazina

Emplear el modelaje molecular mediante el programa HyperChem para realizar un
estudio de acoplamiento utilizando el método de mecéanica molecular (MM+) y el
método semi-empirico AM-1 y PM-3 para minimizar las estructuras sintetizadas
sobre el sitio periférico de la colinesterasa, evaluando asi su potencial actividad

como inhibidores de la acetilcolinesterasa.

43



RESULTADOS Y DISCUSION

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad existe un estimado de 37 millones de personas a nivel mundial con
la enfermedad de Alzheimer, de las cuales el 6% de la poblaciéon mundial son mujeres y el
5% de la poblacién mundial son hombres (fuente OMS, 2004), por lo cual es esencial
continuar el proceso de investigacion el cual permita desarrollar nuevos y potentes
farmacos para el tratamiento de este padecimiento.

El uso que se les da a los inhibidores de la colinesterasa es muy amplio, debido a
que se cree que estos actian previniendo la formacién de las placas p-amiloides, ademas
de incrementar los niveles de acetilcolina en el cerebro al inhibir a la AChE.

En la literatura se encuentra descrito que ciertos derivados de la piridazina han
mostrado ser inhibidores hasta 60 000 veces mas potentes comparados con la minaprina’
(figura 17), razén por la cudl se decidid realizar la sintesis de cuatro derivados de la
piridazina efectuando cambios estructurales en el sustituyente en posicion 3 al introducir
grupos de mayor polaridad con la finalidad de incrementar las interacciones de caracter
polar, principalmente la formacion de puentes de hidrégeno entre el potencial inhibidor y
los residuos ubicados tanto en el sitio activo como en el sitio periférico de la colinesterasa.
Ademads se evalud su potencial actividad inhibitoria mediante la interaccion con el sitio

periférico de la AChE empleando modelaje molecular.

-2 ]
0/‘\.1 j\/ QQ;/;
|
k/N\/\ N \N/N
H
Minaprine
Figura 17
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El estudio computacional en el cual se acoplé cada uno de los derivados
sintetizados con la AChE se realizd empleando la estructura cristalina de T. californica
acomplejada con decametonio la cual fue obtenida del Brookhaven Protein Database.

En la literatura” se han encontrado estudios de modelaje molecular con la
estructura de la acetilcolinesterasa y diversas moléculas inhibidoras; Sippl et. a/. realizaron
estudios de modelaje molecular empleando a la AChE con el decametonio como modelo
de partida para acoplar a los inhibidores de prueba; por lo que en el presente trabajo se
tomo la estructura tridimensional del complejo AChE-decametonio y mediante el programa
HyperChem se minimizaron las estructuras de los compuestos obtenidos empleando el
método de mecénica molecular (MM+) para encontrar el conformero de menor energia,
posteriormente se utilizd el método de optimizacion de la geometria (AM1 y PM3) tomando
como estructura base al decametonio dentro del sitio periférico de la colinesterasa y asi
encontrar la conformacion de minima energia, para determinar la probable formacion de
puentes de hidrégeno entre los residuos de Tyr y la molécula insertada, se tomaron en
cuenta las distancias de interaccién (en &) entre los 4&tomos de hidrdgeno del hidroxilo de
la Tyr y los &tomos de oxigeno, nitrdgeno o azufre para los sustituyentes de las moléculas

sintetizadas.
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4.1 SINTESIS DE LA 3-CLORO-6-FENIL-5-METILPIRIDAZINA

En la estrategia de sintesis propuesta para preparar los derivados de la piridazina,
existe un intermediario comun llamado 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina, el cual al poseer
un sitio electrofilico unido a un buen grupo saliente posibilita la interaccion con distintos

nucledfilos formando asi los derivados (esquema 5).

h

\ N Sy
Nii: ”U/\C§ ! O H.N-=NH; 8
: ‘ Jd* w/ ? ? B

Esquema 5

La preparacion de la 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina (5) se realizd mediante la ruta

que se muestra en el esquema 6.

o] O
O
H/lvOH . |/*~\)\/ | A A\OH H,N-NH, /‘_\}}_?q):o
o) NF & (o} 7 N-NH
(1) (2) (3) (4)

l POC|3
N-N

(5)

3-cloro-6-fenil-5-
metilpiridazina

Esquema 6
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La etapa inicial de este proceso consiste en preparar el compuesto 1,4-dicarbonilico
mediante una condensacion alddlica entre el acido glioxilico (1) y la propiofenona (2)
formando el acido 4-fenil-3-metil-4-oxo-2-butenoico (3) el cual se cicla al reaccionar con
hidrazina generando la piridazinona (4). Cuando esta reaccion se realiza empleando las
mismas moles de acido glioxilico e hidrazina, se obtiene la piridazinona con un rendimiento
del 53%, sin embargo al adicionar un exceso del 50% y manteniendo el pH basico mejora
notablemente el rendimiento obteniendo asi un 72% de la 6-fenil-5-metil-3(2H)-
piridazinona; estas condiciones ayudan a desplazar el equilibrio hacia la derecha, ademas

a pH=9 se asegura una concentracion suficiente de amina libre.

Posteriormente la 6-fenil-5-metil-3(2H)-piridazinona se trata con oxicloruro de
fésforo de acuerdo a la técnica empleada por Lam,™ en la cual se describe la reaccion de
halogenacidon de piridazinas mediante una reaccion de Vilsmeier-Haack; aunque esta
reaccion se usa cominmente para formilar anillos aromaticos, en el caso de la piridazinona
lleva a cabo una halogenacion en la posicion donde se ubica el oxigeno del carbonilo.

El curso de la reaccion se monitored por cromatografia en capa fina. Se determind
que empleando un exceso de 5 moles de oxicloruro de fosforo por cada mol de 3(2H)-

piridazinona se obtiene el mejor rendimiento que fue del 86%.
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4.2 SINTESIS DE LA 6-FENIL-3-(3’-FURANMETOXI)-5-METIL
PIRIDAZINA

Una vez realizada la sintesis del intermediario 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina, se
llevé a cabo la segunda etapa que conduce a uno de los productos finales, el cual se

realizd conforme a la ruta sintética que se muestra en el esquema 7.

e
OH  \aH (0] e L
O 7 O — Oy
b N-N N-N L.
0

(6) (5) (7)
B-fenil-3+(3-furanmetoxi)-5-
metilpiridazina

Esquema 7

La técnica empleada en la sintesis fue una adaptacion de la técnica realizada por
Contreras.™

La reaccion del 3-(hidroximetil)-furano (6) con hidruro de sodio da lugar a la
formacion del alcoxido correspondiente, el cual actia como nucledfilo, posteriormente se
agrega el reactivo electrofilico 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina (5), la reaccion fue seguida
por cromatografia en capa fina con la finalidad de determinar el tiempo necesario para
que se efectle la sustitucidon nucleofilica el cual fue de 48 horas, obteniendo un
rendimiento de 47%.

Mediante modelaje molecular se acopld el producto de sintesis en el sitio periférico

de la AChE para predecir su actividad farmacoldgica (figura 18).
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Figura 18
En la figura anterior se observa como la parte de la fenilpiridazina interacciona con
dos residuos aromaticos Trp279 y Tyr70, ocurriendo una interaccion de tipo n-r entre los
anillos aromaticos aunque no sean coplanares. Por otro lado se observa la probable
formacion de puentes de hidrdgeno entre el par de electrones del oxigeno del furano y el

hidroxilo de la Tyr121 (1.02856 A), ademas de una interaccion de la nube n del furano y la

parte aromatica de la Tyr334.

49



RESULTADOS Y DISCUSION

4.3 SINTESIS DE LA  6-FENIL-3-(1'-(2”-HIDROXIETIL)

PIRROLIDIN)-5-METILPIRIDAZINA

Respecto a la sintesis de la 6-fenil-3-(1-(2"-hidroxietil)pirrolidin)-5-metilpiridazina
se empled una técnica similar a la del 6-fenil-3-(3'-furanmetoxi)-5-metilpiridazina, en la
cual se modifico el disolvente, utilizando tetrahidrofurano (THF) y se realizé conforme a la

ruta sintética mostrada en el esquema 8.

— - . O
Do te O O e— O
THFanh-cro (9] N—N N—=N \..._._/

(7) (5) (8)

6-fenil-3-( 1'-(2"-hidroxietil)pirrolidin}-5-
metilpiridazina

Esquema 8

La reaccion de la 1-(2"-hidroxietil)-pirrolidina (7) con hidruro de sodio da lugar a la
formacion de 2-pirrolidinetdxido de sodio que actia como nucledfilo, posteriormente se
adiciona la  3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina (5), obteniendo un rendimiento del 84%, en
este caso se obtuvo un producto no cristalino, es un aceite de color amarillo claro y olor
caracteristico. Se disefid y sintetizd el compuesto anterior para evaluar su potencial
actividad farmacoldgica como inhibidor reversible, esto es debido a las posibles

interacciones que presenta con el sitio periférico de la colinesterasa (figura 19).
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Figura 19
En la figura anterior se observa como la parte de la fenilpiridazina interacciona con
dos residuos aromaticos que son el Trp279 y la Tyr70, ocurriendo una interaccion de tipo

n-r entre los anillos aromaticos aunque no sean coplanares. También se aprecia la

probable formacion de puentes de hidrogeno entre el par de electrones de los nitrodgenos
de la piridazina y el hidroxilo de la Tyr70, auque esta interaccion puede ser débil debido a
que existe una distancia de 2.1102 R, ademds de otra interaccién por puentes de
hidrégeno entre el nitrdgeno de la pirrolidina que tiene mas expuestos sus electrones
debido a su conformacién en el espacio y el hidroxilo de la Tyr121 (1.1102 R), por otro
lado también se observa una probable interaccion entre el hidroxilo de la Tyr121 y el

oxigeno que se encuentra como sustituyente ubicado en la posicion 3 de la piridazina
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(1.15653 A); el residuo de Phe290 se observa que tiene interaccidn coplanar con el anillo
de la piridazina.

Lo que se puede apreciar claramente en esta estructura es que el nimero de
interacciones en el sitio periférico es mayor comparado con el de las demas estructuras,
esto le podria dar la caracteristica al derivado formado de permanecer més tiempo unido
al sitio periférico de la colinesterasa y con esto prolongar su actividad inhibitoria en la

formacién de placas p-amiloides y disminuir la velocidad de hidrdlisis de la acetilcolina.
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4.4 SINTESIS DE LA 6-FENIL-3-HIDRAZINO-5-METIL PIRIDAZINA

En la estrategia de sintesis propuesta para preparar los derivados de la piridazina,
se incluyd a la 6-fenil-3-hidrazino-5-metilpiridazina (10) debido a que el grupo hidrazino
ubicado en la posicion 3, le confiere propiedades bloqueadoras B-adrenérgicas y actividad
vasodilatadora,”’ ademdas porque se ha observado que moléculas similares tienen
propiedades inhibitorias de la colinesterasa.

La preparacion de la 6-fenil-3-hidrazino-5-metilpiridazina se realizdé mediante la

reaccion de la 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina (5) e hidrazina (9) (esquema 9).

N-N N-=N

—NH
NH,
(5) (9) (10)
6-fenil-3-hidrazino-5-metilpindazina

Esquema 9

La técnica empleada por Pifferi,” Coates " y Steiner,” fue modificada para llevar a
cabo dicha reaccion, en la cual se vario el tiempo de reaccion disminuyendo de 3 a 1 hora.
La cantidad de hidrazina empleada se redujo de un exceso de 70 mmol de hidrazina por
cada mmol de 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina a un exceso de 60 mmol de hidrazina.

En esta reaccion de solvolisis se obtuvo un 76% de rendimiento. El producto es un sdlido

cristalino en forma de agujas de color amarillo claro y con un p.f.= 121-121.5°C.
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Gly 117

*
B

Phe 290

Figura 20

En la figura anterior se observa como la parte de la fenilpiridazina interacciona con
dos residuos aromaticos que son el Trp279 y la Tyr70, ocurriendo una interaccion de tipo
n-n entre los anillos aromaticos aunque no sean coplanares. Se aprecia una interaccion
por puentes de hidrégeno entre el nitrégeno de la hidrazina y el hidroxilo de la Tyr121,
esta interaccidn podria ser ligeramente débil debido a la distancia de 1.60894 A que existe
entre estos dos atomos, por otro lado también se observa una probable interaccion entre
el hidroxilo de la Tyr121 y el nitrégeno adyacente al carbono 3 de la piridazina (1.2001 A).

Lo que se aprecia en esta imagen, es que el nimero de interacciones en el sitio
periférico es menor comparado con el anterior, esto le podria dar la caracteristica de ser
menos estable dentro del sitio periférico de la colinesterasa, sin embargo no se descarta
su posible actividad inhibitoria, es decir, que tenga una actividad prolongada en

comparacion con el disefio anterior.
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4.5 SINTESIS DE LA 3-AMINO-N-(TIAZOL-2-IL)-6-FENIL-5-
METILPIRIDAZINA

La sintesis del 3-amino-N-(tiazol-2-il)-6-fenil-5-metilpiridazina, se probdé empleando
catdlisis acida; se hizo reaccionar la cloropiridazina con el 2-aminotiazol en presencia de

NH4Cl y DMF como disolvente (esquema 10).

S —
_NHCI
s O W
[N ¢ N—N DMFanh:dro

(11) (5) (12)

3-amino-N-(tiazol-2-il)-6-fenil-5-metilpiridazina

Esquema 10

El producto en estas condiciones de reaccion es el 3-amino-6-fenil-N,N,5-
trimetilpiridazina (figura 21), estructuralmente distinto al producto esperado, lo cual
demuestra la participacion de la DMF como disolvente y también como intermediario para

la formacion del nucledfilo en el proceso de transformacion.

H;C
— CH,
N AN
N—N CHs

3-amino-6-fenil-N N 5-trimetilpiridazina

Figura 21

A continuacidon se propone un mecanismo de reaccion para la formacion del 3-
amino-6-fenil-N,N,5-trimetilpiridazina y asi tratar de explicar como ocurrid esta

transformacion.
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Esquema 11. Posible mecanismo ocurrido durante la reaccion.

El producto, 3-amino-6-fenil-N,N,5-trimetilpiridazina se obtuvo como un cristal amarillo
amorfo con un 45% de rendimiento.

En una segunda variante para la sintesis del 3-amino-N-(tiazol-2-il)-6-fenil-5-
metilpiridazina. Se decidié cambiar el disolvente, puesto que era la dimetilformamida la
que estaba reaccionando con el 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina. Se decidi® emplear

tetrahidrofurano seco (esquema 12).

3-amino-N-(tiazol-2-il)-6-fenil-5-
metilpiridazina

Esquema 12
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En este caso de igual manera que en el caso anterior se siguié la reaccion por
cromatografia en capa fina y no se observo transformacién alguna, por lo que se presume
que el disolvente no alcanza una temperatura de ebullicion lo suficientemente alta para

que se efectle la reaccion.

Gly 117 k Ser 200
: Trp 84

Gly 118 -~ :

His 440

Trp <

Figura 22
En la figura anterior se observa que al igual que en las moléculas anteriores la
parte de la fenilpiridazina interacciona con dos residuos aromaticos que son el Trp279 y la
Tyr70, ocurriendo una interaccion de tipo n-r entre los anillos aromaticos aunque no sean
coplanares. Se observa una probable interaccion por puentes de hidrégeno entre el
nitrégeno del sustituyente N,N-dimetilamino y el hidroxilo de la Tyr334 (1.49901 A),
ademas del hidroxilo de la Tyr121, el cual también podria interaccionar con el nitrégeno

formando puentes de hidrégeno (1.23008 A).
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En esta imagen se advierte que el nUmero de interacciones en el sitio periférico no
es cuantiosa, ademas, estas interacciones pueden variar en el caso de existir un rearreglo
de la 3-amino-6-fenil-N,N, 5-trimetilpiridazina dentro del sitio periférico de la colinesterasa,
con esto no se descarta su posible actividad inhibitoria, es decir, su arreglo dentro del sitio
periférico va a depender de su estabilidad y por consecuencia la duracion de su actividad
inhibitoria.

Una vez realizado el andlisis estructural de la 3-amino-6-fenil-N,N,5-
trimetilpiridazina, se muestra en la figura 22, la potencial actividad del 3-amino-N-(tiazol-
2-il)-6-fenil-5-metilpiridazina, aunque no se logrdé realizar su sintesis por los motivos
expuestos anteriormente se presenta la razon por la cual es de interés esta molécula para

su sintesis como un potencial inhibidor de la colinesterasa.

S

Gly 117 ’ Ser 200

Gly 18 f -

-
His l.ll\
% Glu 327
yr 12

2 L7

*\_)

Figura 23
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En la presente imagen se observa que la parte de la fenilpiridazina interacciona con
un residuo aromaticos que es el Trp279, ocurriendo una interaccion de tipo n-n entre los
anillos aromaticos aunque no sean coplanares, ademas de otra interaccidn por puentes de
hidrégeno entre el azufre del aminotiazol que tiene mas expuestos sus electrones por su
conformacion en el espacio y el hidroxilo de la Tyr121 (1.36809 R), por otro lado también
se observa una probable interaccion entre el hidroxilo de la Tyr334 y el nitrégeno del
aminotiazol aunque esta interaccion podria ser débil debido a que presenta una distancia
de enlace de 1.76329 A; por otra parte el residuo de Phe290 se observa que interacciona
de manera coplanar con el anillo del aminotiazol.

Lo que se aprecia finalmente es que la 3-amino-N-(tiazol-2-il)-6-fenil-5-
metilpiridazina presenta numerosas interacciones en el sitio periférico de la AChE en

comparacion con los otros tres productos que se lograron preparar en el laboratorio.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Los puntos de fusién fueron determinados con un aparato Fischer y no estan
corregidos.

La cromatografia en capa fina se llevd a cabo con placas de aluminio recubiertas
con gel de silice G/UV 254 de la casa Alugram.

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un espectrofotometro Perkin Elmer
de transformada de Fourier (FTIR-1600). (Se reportan como cm™).

Los espectros de RMP asi como los de carbono-13 fueron determinados en un
espectrdmetro Varian Inova 300. (§=desplazamiento quimico, ppm=partes por millén,
J=constantes de acoplamiento, s=singulete, d=doblete, dd=doble de dobles, t=triplete,
g=cuadruplete, m=multiplete).

Los espectros de masas fueron determinados por impacto electrénico en aparatos

JEOL-JMS-5X 102 Ay Finningam Mat GCQ de trampa de iones. (M*=ion molecular)

5.1 METODO DE SINTESIS DE PIRIDAZINONAS

En un matraz bola de 250 mL provisto de agitacion magnética, se coloca una
mezcla de 2.485 g (27 mmol) de acido glioxilico y 10.84 mL (81.5 mmol) de propiofenona
la cual se calienta de 100-105 °C durante 2 horas; posteriormente se deja enfriar a 40°C y
se adicionan 20 mL de agua seguido de hidréxido de amonio concentrado hasta obtener
un pH de 10. La mezcla de reaccion se extrae con hexano (4 x 25 mL). A la solucién

amoniacal se le adicionan 1.309 mL (27 mmol) de hidrazina hidratada, continuando con
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agitacion magnética y calentamiento a reflujo durante dos horas mas. Después de enfriar,
el precipitado formado se colecta por filtracion y se lava con agua fria. El crudo de

reaccién obtenido se recristaliza de etanol.

6-fenil-5-metil-3(2H)-piridazinona

Se obtuvieron 3.645 g (72%) de un sdlido blanco en forma de agujas con un p.f.=
213°C. Espectro de IR (KBr) (espectro 1), 3062 cm* (Ar C-H), 2100-1700 cm™
(sobretonos monosustitucién), 1669 cm™ (N-C=0), 746 cm™ y 702 cm™ (confirmacion
monosustitucién). RMN *H (CDCls, 300 MHz, § ppm) (espectro 7). 2.1 (d, 3H, J=0.9, -

CHs), 6.8 (q, 1H, J=0.9 Piridazina C-H), 7.3-7.5 (m, 5H, Ar C-H), 7.6 (m, 1H, N-H).

5.2 METODO DE OBTENCION DE LA 3-CLORO-6-FENIL-5-

METILPIRIDAZINA

En un matraz bola de 50 mL provisto de agitacion magnética, se coloca una mezcla
de 0.28 g (1.5 mmol) de 6-fenil-5-metil-3(2H)-piridazinona, 1.15 g (7.5 mmol) de
oxicloruro de fésforo, 10 mL de DMF, y se calienta a 80 + 5°C durante 4 horas. El exceso
de oxicloruro de fdsforo se retira del matraz mediante una destilacion a presién reducida.
El matraz se coloca sobre hielo y se le adicionan aproximadamente 10 mL de agua helada,
posteriormente se alcaliniza con hidréxido de sodio al 40% adicionando gota a gota hasta
alcanzar un pH de 10. El sdlido blanco obtenido se filtra, se lava con agua helada y se

recristaliza de etanol.
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3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina

Se obtuvieron 5.42 g (86%) de un sdlido blanco en forma de agujas con un p.f.=
118-119 °C. Espectro de IR (KBr) (espectro2), Desaparicion de la banda correspondiente
al carbonilo. En 1561 cm™ (N=C), 1110 cm™ (C-Cl). RMN *H (CDCl3;, 300 MHz, § ppm)
(espectro 8). 2.4 (d, 3H, J=0.9, -CHs), 7.42 (q, 1H, J=0.9, Piridazina C-H) y 7.4-7.5 (m,
5H, Ar C-H). RMN *3C (CDCl;, 300 MHz, § ppm) (espectro 13). Se detectaron nueve
nicleos de los cuales en 129 los carbonos se encuentran orto al anillo aromdtico y en 128
los carbonos en meta, teniendo un total de 11 nicleos. Espectrometria de masas

(espectro 18), peso molecular calculado para Cy;HgN;Cl, 204. M* 203, 100%.

5.3 METODO DE SINTESIS DE LA 6-FENIL-3-(3-

FURANMETOXI)-5-METILPIRIDAZINA

En un matraz bola de 100 mL provisto de agitacion magnética en atmdsfera de
nitrégeno, se colocan 0.20 g (6 mmol) de hidruro de sodio al cual se le adicionan 10 mL
de dimetilformamida anhidra, posteriormente se le adiciona gota a gota 0.44 mL (5.1
mmol) de 3-furanmetanol y se mantiene con agitacion magnética durante 1 hora.
Posteriormente se agregan 1.04 g (5.1 mmol) de 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina
previamente disuelta en 10 mL de dimetilformamida anhidra y se mantiene a reflujo
durante 48 horas. La dimetilformamida se destila a presion reducida, al sobrante del
matraz se le adicionan 10 mL de agua destilada y se lleva hasta pH de 10 con hidréxido de
amonio concentrado. La extraccion se realiza con acetato de etilo (3 x 30 mL). La fase

orgénica se concentra en el rotavapor. El aceite obtenido se purifica mediante
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cromatografia flash utilizando silica gel Si 60 (0.040-0.063 mm) como fase estacionaria y

un sistema de elusion de Hexano: AcOEt (9:1).

6-fenil-3-(3"-furanmetoxi)-5-metilpiridazina

Se obtuvieron 0.71 g (47%) de un sdlido cristalino café claro con p.f.= 66-68°C.
Espectro de IR (KBr) (espectro 3), Se aprecia la desaparicion de la banda de la vibracion
C-Cl. En 1597 cm™ (C=N), 1160 y 1349 cm™ (CO-C, furano). RMN *H (CDCl;, 300 MHz, &
ppm) (espectro 9). 2.3 (d, 3H, J=0.9, -CH3), 5.49 (s, 2H, -CH>-), 6.56 (dd, 1H, J=4.8 y
J=0.3, H-5 furano), 6.89 (dd, 1H, J=0.9, H-2 furano), 7.61 (s, 1H, furano), 7.4-7.58 (m,
6H, Piridazina C-H y Ar C-H). RMN *3C (CDCl;, 300 MHz, & ppm) (espectro 14). Se
observa la presencia de 14 nucleos de los 16 carbonos de la 6-fenil-3-(3"-furanmetoxi)-5-
metilpiridazina, ya que los dos carbonos en posicion orto y los dos carbonos en posicion
meta se presentan como una sefial respectivamente. Espectrometria de masas

(espectro 19). El ion molecular (266) es el pico base.

5.4 METODO DE SINTESIS DE LA 6-FENIL-3-(1-(2"-

HIDROXIETIL) PIRROLIDIN)-5-METILPIRIDAZINA

En un matraz bola de 100 mL provisto de agitacion magnética en atmdsfera de
nitrégeno, se colocan 0.068 g (3 mmol) de hidruro de sodio y 15 mL de tetrahidrofurano
anhidro, posteriormente se le adiciona gota a gota 0.34 mL (3 mmol) de 1-(2-
hidroxietil)pirrolidina y se mantiene agitando durante 45 minutos. Enseguida se adicionan
0.204 g (1 mmol) de 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina previamente disuelta en 15 mL de

tetrahidrofurano anhidro, se calienta a reflujo durante 48 horas. Se concentra en
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rotavapor y se afladen 10 mL de agua destilada, se lleva hasta pH 10 utilizando hidréxido
de amonio concentrado. La extraccion se realiza con acetato de etilo (3 x 10 mL). La fase
organica se concentra en rotavapor. El aceite obtenido se purifica empleando una columna
para cromatografia flash empacada con silica gel Si 60 (0.040-0.063 mm) como fase

estacionaria y un sistema de elusién de Hexano: AcOEt: MeOH (6:3:1).

6-fenil-3-(1"-(2"-hidroxietil)pirrolidin )-5-metilpiridazina

Se obtuvieron 0.236 g (84%) de un aceite amarillo claro. Espectro de IR
(Pelicula) (espectro 4), 1598 cm™ (C=N), 1165 cm™ (C-0-C). RMN *H (CDCl3, 300 MHz, &
ppm) (espectro 10). 2.0 (m, 4H, Pirrolidina C-H), 2.3 (d, 3H, J=0.9, -CHs), 3.0 (m, 4H,
Pirrolidina C-H), 3.2 (t, 2H, -CH,-N), 4.9 (t, 2H, -O-CH;-), 6.9 (d, 1H, J=0.9, Piridazina C-
H), 7.4-7.5 (m, 5H, Ar C-H). RMN **C (CDCl3, 300 MHz, & ppm) (espectro 15). Se observa
la presencia de 13 nicleos de los 17 carbonos de la 6-fenil-3-(1'-(2"-hidroxietil)pirrolidin)-
5-metilpiridazina, ya que los dos carbonos en posicién orto y los dos carbonos en posicion
meta se presentan como una sefal, asimismo los carbonos de las posiciones 2-5 y 3-4 se

manifiestan de la misma manera.

5.5 METODO DE SINTESIS DE LA 6-FENIL-3-HIDRAZINO-5-

METILPIRIDAZINA

En un matraz bola de 100 mL provisto de agitacion magnética, se colocan 0.204 g
(1 mmol) de 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina y 3 mL de hidrato de hidrazina (60 mmol), se

calienta a reflujo durante 1 hora. Se enfria y se le adiciona cloruro de metileno (15 mL), la
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mezcla se extrae con agua (3 X 5 mL), la fase organica se seca con sulfato de sodio y se

concentra empleando un rotavapor, quedando un producto sélido cristalino.

6-fenil-3-hidrazino-5-metilpiridazina

Se obtuvieron 0.22 g (76%) de un producto cristalino amarillo claro en forma de agujas
con un p.f.=163-165 °C. Espectro de IR (KBr) (espectro 5), 3441 cm™ (N-H,), 1600 cm™
(C=N), 3168-3450 y 702 cm™ (-N-H,). RMN *H (CDCls, 300 MHz, & ppm) (espectro 11).
2.2 (s, 3H, -CHs), 3.5 (brs, 3H, -NH-NH,), 7.4 (s, 1H, Piridazina C-H) y 7.3 (s, 5H, Ar C-H).
RMN *3C (CDCls, 300 MHz, & ppm) (espectros 16). Se observa la presencia de 9 nlicleos
de los 11 carbonos de la 6-fenil-3-hidrazino-5-metilpiridazina, ya que los dos carbonos en
posicién orto y los dos carbonos en posicion meta se presentan como una sefial
respectivamente. Espectrometria de masas (espectro 20) peso molecular calculado

para C11H12N4, 200. M* 200, 100%.

5.6 METODO DE SINTESIS DE LA 3-AMINO-N-(TIAZOL-2-IL)-
6-FENIL-5-METILPIRIDAZINA
Técnica No.1
En un matraz bola de 100 mL provisto de agitacion magnética y en atmdsfera de
nitrégeno, se adicionan 0.20 g (2 mmol) de 2-aminotiazol, 0.204 g (1 mmol) 3-cloro-6-
fenil-5-metilpiridazina y 0.05g (1 mmol) de cloruro de amonio, posteriormente se le

agregan 25 mL de dimetilformamida anhidra, y se mantiene a reflujo por 48 horas. La

dimetilformamida se destila a presion reducida, al sobrante del matraz se le adiciona gota
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a gota hidréxido de amonio concentrado hasta pH de 10. Se realiza la extraccion con
acetato de etilo (3 x 10 mL). La fase orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro y se
concentra en el rotavapor. El aceite obtenido se purifica empleando una columna para
cromatografia flash utilizando silica gel Si 60 (0.040-0.063 mm) como fase estacionaria y
un sistema de elusion de Hexano: AcOEt: CHCl; (5:4:1).

Se obtuvieron 95.85 mg (45%) de cristales amorfos de color amarillo con un P.f. 121-
121.5°C. Espectro de IR (KBr) (Espectro 6), 3057 cm™ y 3028 cm™ (Ar C-H), 2854 cm™ y
2803 cm™ (C-H), 2000 a 1700 cm™ (sobretonos monosustitucién), 1599 cm™ (N=C), 752
cm™ y los 698 cm™ (confirmacién monosustitucion). RMN *H (CDCl3, 300 MHz, & ppm)
(Espectro 12). 2.3 (s, 3H, -CHs), 3.2 (s, 6H, -N-(CH3),), 6.7 (s, 1H, Piridazina C-H), 7.4 (m,
3H, Ar C-H) y 7.5 (m, 2H, Ar C-H). RMN *3C (CDCl;, 300 MHz, & ppm) (Espectro 17). Se
observa la presencia de 10 nicleos lo que corresponde a los 13 carbonos presentes en la
molécula puesto que los dos carbonos en posicién orto y los dos carbonos en posicion
meta se presentan como una senal al igual que los dos carbonos de los metilos unidos al
nitrégeno. Espectrometria de masas (Espectro 21) peso molecular calculado para

Ci3HysNs, 213. M* 213, 100%.

Técnica No.2

En un matraz bola de 100 mL provisto de agitacién magnética se adicionan 10 mL
de tetrahidrofurano anhidro y 0.20 g (2 mmol) de 2-aminotiazol, posteriormente se
agregan 0.204 g (1 mmol) de 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina previamente disuelta en 15
mL de tetrahidrofurano anhidro, se mantiene a reflujo durante 48 horas. Se concentra en
rotavapor, al sobrante del matraz se le adiciona gota a gota hidroxido de amonio

concentrado hasta pH de 10. Se realiza la extraccién con acetato de etilo (3 x 10 mL). La
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fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se concentra en rotavapor. El aceite
obtenido se purifica empleando una columna para cromatografia flash utilizando silica gel
Si 60 (0.040-0.063 mm) como fase estacionaria y un sistema de elusion de Hexano: AcOEt
(65:35).

No hubo transformacion.
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6. CONCLUSIONES

¥ Se llevd a cabo la sintesis de cuatro derivados de la 3-cloro-6-fenil-5-metilpiridazina
los cuales se obtuvieron con buenos rendimientos.

W El derivado 6-fenil-3-(3"-furanmetoxi)-5-metilpiridazina, podria funcionar como
inhibidor de la AChE debido al gran nimero de interacciones observadas en el
acoplamiento de la molécula con la enzima en particular el sustituyente 3-
furanmetoxi brinda caracteristicas polares para efectuar probables interacciones
por puentes de hidrogeno, ademas de la interacciones n-n debido a la aromaticidad
del furano y de la parte de la fenilpiridazina.

% El derivado 6-fenil-3-(1'-(2"-hidroxietil)pirrolidin)-5-metilpiridazina, podria funcionar
como inhibidor por numerosas de interacciones apreciadas en el acoplamiento con
la enzima, aunque las caracteristicas del sustituyente 2-hidroxietilpirrolidina no son
muy polares mostrd, tener posibles interacciones por puentes de hidrégeno debido
al cambio conformacional que presenta el nitrégeno de la pirrolidina.

¥ En el derivado 6-fenil-3-hidrazino-5-metilpiridazina, no se encontraron mdltiples
interacciones en comparacion con las moléculas anteriores.

% De la reaccion para la formacion de la 3-amino-N-(tiazol-2-il)-6-fenil-5-
metilpiridazina, se obtuvo mediante las rutas de sintesis propuestas la 3-amino-6-
fenil-N,N,5-trimetilpiridazina, que aunque no fue el compuesto esperado, debido a
sus caracteristicas polares de la porcidén de la N,N dimetilamina se le realizd el
andlisis computacional y este puede presentar actividad bioldgica, aunque de
menor afinidad en comparacion con la 6-fenil-3-(3"-furanmetoxi)-5-metilpiridazina y

la 6-fenil-3-(1"-(2"-hidroxietil)pirrolidin)-5-metilpiridazina.



CONCLUSIONES

% Para cada una de estas moléculas se requiere realizar una serie de estudios in Vitro
para evaluar su actividad inhibitoria en acetilcolinesterasa, lo cual da pie a

continuar este estudio de los inhibidores de la AChE.
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