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RESUMEN

1. RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo el disefio, sintesis y evaluacion in vitro de
analogos del donepecilo derivados de aminoacidos obteniéndose nuevos
compuestos inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE), los cuales podrian ser
utilizados en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EA). El disefio de estos
nuevos compuestos consistio en la construccion de un modelo farmacoférico
basado en las interacciones que presenta el donepecilo cristalizado con la AChE
para utilizarlo como referencia y proponer nuevos analogos del donepecilo.
Mediante acoplamiento molecular se analiz6 la posible interaccion de los
compuestos propuestos en el sitio activo de la AChE. Posteriormente se midié la
similitud estructural tridimensional que presentan los andlogos propuestos en
relacion al donepecilo para la cual se compararon las respectivas estructuras

moleculares tridimensionales.

Los nueve compuestos sintetizados se obtuvieron con rendimientos de moderados
a buenos, entre 48% y 88% con una buena pureza enantiomérica. Estos nuevos
compuestos se caracterizaron mediante espectroscopia de RMN H y RMN 13C, asi

como espectrometria de masas de alta resolucion.

Por dltimo se realiz6 un ensayo preliminar para evaluar la capacidad inhibitoria
sobre la AChE de los compuestos sintetizados. Para lo cual se utilizd un kit
comercial de inhibiciébn basado en una metodologia enzimatica colorimétrica, en
donde se encontrd que los compuestos presentan un porcentaje de inhibicién en un

rango de 1.69 a 18.53% a una concentracion de 100 pM.
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PROBLEMA E HIPOTESIS

2. ANTECEDENTES
2.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la pérdida de memoria y discapacidad cognitiva en la poblacién
mayor.'? Es considerada la principal causa de demencia a nivel global, de la cual
actualmente se estiman mas de 50 millones de casos, y se pronostica que se
triplicara para el afio 2050.3

En México se estiman alrededor de un millon de casos de la EA y afecta con mayor
frecuencia a las personas mayores de 65 afos. Se ha observado que la progresion
de la EA es compleja y esté relacionada con multiples factores como la degradacion
de los nervios colinérgicos en el cerebro, estrés oxidativo, acumulacion o deposicion

del péptido B-amiloide, disminucion de los niveles de acetilcolina, entre otros.4°

La hipédtesis colinérgica sugiere que la disminucion de las funciones cognitivas y
mentales se asocia con la deficiencia de acetilcolina (ACh), neurotransmisor que
juega un papel clave en los procesos de aprendizaje y memoria, por lo que uno de
los principales objetivos terapéuticos en la patogénesis de la EA es la inhibicion de
las enzimas que degraden la ACh e intervienen en la pérdida de la

neurotransmision, logrando una intensificacion de la transmisién colinérgica.®’

2.2 Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima situada en las hendiduras sinapticas
y su funcion es la degradacién del neurotransmisor acetilcolina después de mediar
la actividad sinaptica en el sistema nervioso; de esta manera esta enzima limita la
sinapsis colinérgica.? La reaccion catalizada por esta enzima es la hidrélisis de
acetilcolina a colina y acetato mediante un proceso en dos etapas; en la etapa 1 se
genera un intermediario de la enzima acetilada y se libera colina, mientras que en
la segunda etapa se hidroliza dicho intermediario para regenerar a la AChE, tal

como se observa en la Esquema 1.



PROBLEMA E HIPOTESIS

0]

Ao

| 0]
~ AChE e
~

| H,O
N N AChE-Ac —2=, + AChE
® HO @™ )J\OH

Esquema 1. Hidrdlisis de ACh catalizada por AChE.

El sitio activo de la AChE estéa representado en la Figura 1 y esta compuesto por un
sitio de union periférico, el cual funciona como un sitio de reconocimiento para el
sustrato acetilcolina y esta constituido por los aminoacidos tirosina (Y72) y (Y124),
acido aspartico (D74) y triptéfano (W286). A la vez compuesto también por un sitio
catalitico formado por los aminoacidos: serina (S203), histidina (H447) y acido
glutdmico (E334) conocidos como triada catalitica. Sin embargo, el principal
aminoacido involucrado en la unién del sustrato a la enzima es triptéfano (W86)

localizado en la proximidad de la triada catalitica.®1°
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Figura 1. Representacion esquematica del sitio activo de la AChE.
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2.3 Inhibidores de AChE

Hoy en dia no se cuenta con alguna opcion terapéutica que modifique la EA; solo
se dispone de tratamientos paliativos. Los inhibidores de AChE son los tratamientos
de primera linea y representan la mayor estrategia terapéutica para el tratamiento
de los sintomas de la EA. A la fecha, existen cuatro inhibidores de la AChE
aprobados por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos): donepecilo,
rivastigmina, galantamina y tacrina (Figura 2A). En particular para la tacrina, su uso
es poco recomendado por la cantidad de efectos adversos en comparacion con los
demas inhibidores, siendo el donepecilo es el mas utilizado.2 Al igual que la
galantamina, otros productos naturales presentan propiedades inhibitorias de la

AChE como lo son huperzina Ay fisostigmina (Figura 2B).
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Figura 2. A) Estructura de los farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento
de la EA. B) Productos naturales inhibidores de AChE.
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El donepecilo es un inhibidor de la AChE y fue obtenido después de una secuencia
de modificaciones sintéticas a partir de un compuesto con propiedades inhibitorias
de la AChE (Figura 3) descubierto a partir de un filtrado computacional de una
coleccion de diversos compuestos.'® En su estructura contiene un nucleo de N-
bencilpiperidina y un nudcleo de indanona los cuales son responsables de su
actividad. En diferentes estudios'#1® se ha demostrado que el nlicleo de indanona
es responsable de la union al sitio activo periférico y el fragmento bencilo interactla

con los residuos de la triada catalitica como se representa en la Figura 4.

Sh®
O~ N
ol

ICso = 12600 nM

Figura 3. Compuesto con propiedades inhibitorias de la AChE descubierto a partir
de un filtrado computacional.

Y124
W286
Triada
. Catalitica
Sitio Activo :
Periférico K

Figura 4. Esquematizacion de la interaccion del donepecilo con el sitio activo de la
AChE.

Ademas de los compuestos anteriormente mencionados, a la fecha se han
sintetizado nimeros compuestos capaces de inhibir a dicha enzima entre los cuales
destacan los derivados de ftalimidas o 1,3-isoindolindionas y 1-isoindolonas siendo
nacleos cuya interaccion con el sitio activo periférico de la AChE se ha estudiado
mediante acoplamiento molecular;'® ejemplos de estos compuestos se muestran en

la Figura 5.
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Figura 5. Compuestos sintéticos derivados de 1,3-isoindolindionas y 1-
isoindolonas con actividad inhibitoria de la AChE.17-20

Entre los compuestos sintéticos con actividad inhibitoria de la AChE también
destacan los derivados de N-bencilpiperazina, nacleo que ha demostrado una
mejora en la adquisicién y consolidacién de la memoria.?! Algunos ejemplos de

estos compuestos sintéticos se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Compuestos sintéticos derivados de N-bencilpiperazina con actividad
inhibitoria de la AChE.?>%°
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2.4 Modelo de farmac6foro

Se define como un arreglo tridimensional de las caracteristicas estéricas y
electronicas minimas necesarias para asegurar interacciones o6ptimas con un

blanco en especifico, lo cual desencadenara una respuesta bioldgica.

La manera en que los ligandos se unen a blancos macromoleculares esta basada
en un conjunto de interacciones quimicas como enlaces de hidrégeno, interacciones
i6nicas e hidrofébicas. Los modelos de farmacoéforo representan una descripcion
intuitiva y poderosa de dichas interacciones. Estos modelos permiten la
comprension del modo de interaccion de los ligandos dirigidos a un blanco

especifico.?®

Los modelos de farmacoéforo capturan la naturaleza y el arreglo tridimensional de
las caracteristicas quimicas en el ligando que son relevantes para la interaccion con
el blanco macromolecular. Esta descripcion principalmente incluye: atomos

donadores/aceptores de hidrégeno, elementos hidrofébicos y elementos idnicos.

La principal ventaja de estos modelos es que permiten identificar estructuras
diversas que se ajusten a los requerimientos relevantes para la interaccion con el
blanco macromolecular. Por lo anterior es necesario realizar la validacion de dichos
modelos. En general, el analisis consiste en determinar la capacidad del modelo

para distinguir entre compuestos activos de compuestos inactivos.?”-28

2.5 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una de las metodologias mas utilizadas para hacer
aproximaciones del reconocimiento e interaccion molecular, ya que tiene como
finalidad buscar la conformacion y posicion optima de un ligando dentro de un

blanco macromolecular.
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El proceso se puede realizar de forma general como: rigido o flexible. El
acoplamiento rigido se basa en el modelo clasico de llave-cerradura de Emil
Fischer. En donde se asume que un ligando y una proteina estan rigidos durante su
interaccion. Otro tipo de acoplamiento se deriva del modelo de ajuste inducido,
considerando que la unioén del ligando y la proteina se debe a una influencia directa
y movimiento entre si. Actualmente, se usa con frecuencia una aproximacion de

acoplamiento flexible para el ligando mientras que la proteina permanece rigida.?®

La busqueda de la mejor interaccion ligando-proteina se realiza mediante un
algoritmo que genera diferentes conformaciones del ligando y las acopla con la
proteina. La validacién de este proceso consiste en determinar la capacidad del
programa y su algoritmo para reproducir el modo de unién de una molécula de
referencia que puede ser el sustrato natural o un inhibidor caracteristico y

compararlo con el modo de unién experimental.3°

2.6 Similitud molecular

Una forma directa y rapida de comparar estructuras quimicas en forma sistematica
es mediante el tipo de atomos y su conectividad entre si para establecer la similitud
de ambas estructuras. La importancia de similitud entre dos estructuras quimicas
radica en el principio de similitud molecular propuesto por Johnson y Maggiora, el
cual que establece que las moléculas estructuralmente similares tienden a tener
propiedades similares. Por lo tanto, dada una molécula de actividad bioldgica
conocida, es probable que compuestos estructuralmente similares a ella muestren

la misma actividad.3!

Para medir cuantitativamente la similitud entre dos moléculas en forma consistente,
son necesarios dos elementos: una representacion consistente y sistematica de las
estructuras y una medida de similitud. La similitud molecular es comunmente
utilizada para filtrar bases de datos e identificar compuestos de interés. De igual
manera es una herramienta Gtil para el reposicionamiento de farmacos al buscar un

uso alterno para farmacos aprobados.?®
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se mencion0 en los antecedentes, los farmacos inhibidores de la AChE
aprobados para el tratamiento de esta enfermedad estan asociados con varios
efectos adversos, entre los principales se encuentran hepatotoxicidad, vémito,
diarrea, insomnio y fatiga;*>'> ademas estos farmacos son utilizados solo para el
tratamiento de los sintomas, de leves a moderados, en las etapas tempranas de la
EA. Por lo mencionado anteriormente, es de gran importancia la obtencion de
nuevos inhibidores de AChE que en un futuro puedan ser utilizados en el desarrollo

de nuevos tratamientos terapéuticos para la EA.

4. HIPOTESIS

Al utilizar la estructura molecular del donepecilo como referencia y el modo de
interaccion que presenta con la AChE se podré realizar un modelo de farmacoforo
que permitira disefar y sintetizar nuevas moléculas que puedan presentar actividad

inhibitoria sobre la AChE y una potencial aplicacion en el tratamiento de la EA.
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5. OBJETIVOS

El objetivo general que persigue este trabajo es obtener nuevos compuestos con
propiedades inhibitorias de la AChE, mediante el disefio, sintesis y caracterizacion

de nuevos analogos del donepecilo.
Los objetivos particulares consisten en:

1. Realizar un modelo farmacoférico basado en la interaccion del donepecilo con la
AChE.

2. Disefiar nuevos analogos del donepecilo al identificar posibles reemplazos en la
estructura molecular.

3. Realizar acoplamiento molecular para evaluar la posible interaccion con la AChE
de los compuestos disefiados.

4. Medir la similitud molecular entre los analogos disefiados y el donepecilo.

5. Sintetizar los productos 1a-d, 2a-d y 3a-d (Esquema 2).

6. Caracterizar los productos la-d, 2a-d y 3a-d.

co2 qu @E: co2

R =H, rac-Me, (S)-y (R 1ad
HN N—Bn
\—/
0] 0]
R R
N 720 Ve N /\
N N—Bn N N—Bn
o o o \—
3a-d 2a-d

Esquema 2. Ruta sintética propuesta para la obtencién de nuevos analogos del
donepecilo.
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6. METODOLOGIA
6.1 Modelo de farmac6foro

Se utilizo el programa LigandScout 4.432 para la obtencién del modelo farmacoférico
y se empled la estructura cristalografica de la AChE humana cristalizada formando
un complejo con el donepecilo (PDB ID: 4EY7).33 La estructura tridimensional de los
compuestos utilizados fue construida mediante el programa Avogadro®* y la
optimizacién de su geometria se realiz6 empleando el campo de fuerza MMFF94
disponible en el programa. El modelo de farmaco6foro se construy6 considerando
esferas de exclusion. La validacion del modelo se realizé evaluando diferentes
compuestos cuya capacidad inhibitoria de la AChE ha sido previamente reportada
y se han clasificado como inactivos 0 activos. Se considera necesaria una
concordancia de al menos tres regiones farmacoféricas para que un compuesto se
ajuste al modelo, por lo que aquellos compuestos con una concordancia a menos
de tres regiones no se ajustan al modelo de farmacoforo, evaluando asi la capacidad
del modelo de distinguir inhibidores de AChE de compuestos inactivos.

6.2 Acoplamiento molecular

Se utilizé el programa Autodock Vina®® para realizar el acoplamiento molecular de
los compuestos 2a-d y 3a-d sobre la estructura tridimensional de la AChE (PDB ID:
4EY7) la cual fue preparada en el programa Autodock Tools.3¢ Para cada ensayo
se mantuvo una exhaustividad de 8 y la caja de busqueda se centro en la cavidad
correspondiente al Sitio Activo Periférico y a la Triada Catalitica de la AChE. El
protocolo de acoplamiento molecular fue validado mediante dos técnicas. La
primera de ellas fue re-docking, la cual consistié en utilizar la estructura cristalizada
del donepecilo y realizar el acoplamiento molecular en la misma proteina donde fue
cristalizado, en este caso se utilizo la estructura de la AChE con clave del PDB
4EY7. La segunda técnica fue cross-docking. Para lo cual se utilizo la estructura del
donepecilo cristalizado en la proteina con clave PDB 4EY7 y se realizd el
acoplamiento molecular sobre otra estructura de la AChE, en este caso con clave

PDB 604W.
11
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6.3 Similitud molecular

Se utilizé el programa LiSICA para realizar los calculos de similitud estructural
tridimensional para lo cual se tom6 como referencia la estructura cristalizada del
donepecilo en complejo con la AChE (PDB ID: 4EY7). Para la estructura
tridimensional de los compuestos propuestos se emplearon las conformaciones de
minima energia obtenidas del acoplamiento molecular. Ambas estructuras son
convertidas a un grafo molecular, en donde cada atomo es convertido en un vértice
del grafo y cada enlace esta representado por un borde o linea. Se emplea el
algoritmo maximo de Clique para encontrar la subgrafo en comun con el mayor
namero de vértices de los grafos comparados, este subgrafo en comudn representa
la mayor subestructura en comuin de ambas moléculas comparadas.®” La similitud
entre las dos moléculas comparadas es expresada mediante el coeficiente de

Tanimoto.

6.4 Procedimiento experimental

La descripcion detallada del procedimiento para la sintesis quimica, asi como la
caracterizacion de los compuestos la-d, 2a-d y 3a-b se encuentra en el anexo 2.
La evaluacion de la actividad inhibitoria de la AChE de los compuestos 2a-d y 3a-b
se realiz6 mediante el método de Ellman.®® Para esto se utiliz6 un kit de deteccion
de inhibidores de AChE (numero de catalogo MAK324), AChE (C3389) y donepecilo
(D6821), los cuales fueron comprados de Merck®. Las disoluciones de la enzima se
prepararon disolviendo el polvo liofiizado en agua y las disoluciones de los
compuestos fueron preparadas a una concentracion de 100 uM en DMSO al 20%.
Se utilizé una placa de 96 pozos y la absorbancia fue leida en un espectrofotometro
MultiSkan GO Thermofisher. El procedimiento experimental para el ensayo

enzimatico fue realizado acorde a las especificaciones técnicas del kit (MAK324).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Modelo de farmacoforo y disefio de anélogos

A partir de la estructura tridimensional de la AChE humana cristalizada en complejo
con el donepecilo se obtuvo el modelo farmacoférico tridimensional basado en las
interacciones de dicho ligando con la enzima, en este modelo se resaltan cinco
regiones importantes para la interaccion enzima-ligando: dos regiones aromaticas
(anillos azules), una region aceptora de enlaces de hidrogeno (esfera y flecha rojas),
una region ionizable positivamente (estrella azul) y una region hidrofébica (esfera

amarilla), como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Modelo de farmacoforo 3D basado en la interaccion donepecilo-AChE.

En este modelo farmacofaorico, el anillo aromatico de la 4,5-dimetoxi-1-indanona es
considerado como una region para el reconocimiento molecular debido a las
interacciones n-t que puede generar con la cadena lateral del residuo Trp286 al
igual que el anillo aromatico de la bencilpiperidina las interacciones n-n e
hidrofébicas que puede generar con el residuo Trp86 e Ile451. A su vez el atomo de
nitrégeno de la piperidina genera interacciones n-cation con el residuo Trp86 en
funcién del pH. Mientras que el grupo carbonilo de la 4,5-dimetoxi-1-indanona actua

como un aceptor de enlaces de hidrégeno con el residuo Phe295 (Figura 8).
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TRP286A PHE295A
; TRP86A
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Figura 8. Modelo de farmacdéforo 2D basado en la interaccién donepecilo-AChE y
residuos principales que intervienen en el reconocimiento molecular.

ILE451A

Las regiones farmacoforicas de este modelo concuerdan en con las reportadas en
la literatura,*® a excepciéon de una region hidrofébica correspondiente al anillo de

piperidina que no esta presente en este modelo de farmacdéforo generado.

La validacion del modelo de farmacoforo se realiz6 evaluando su capacidad de
distinguir inhibidores de AChE de compuestos inactivos. Se utilizaron diferentes
compuestos cuya capacidad inhibitoria de la AChE ha sido previamente reportada
y se han clasificado como inactivos o activos.?°?°> En la Tabla 1 se puede observar
gue los compuestos que no coinciden con tres 0 mas regiones farmacofoéricas del
modelo corresponden a compuestos catalogados como inactivos o no inhibidores
de AChE y no se ajustan al modelo, mientras que los compuestos catalogados como

inhibidores de AChE coinciden con tres o mas regiones y si se ajustan al modelo.

Tabla 1. Resultados obtenidos del ajuste de compuestos activos e inactivos y su
concordancia con el modelo farmacoférico.

Actividad Numero de
SMILES del compuesto inhibitoria regiones RMSD

sobre AChE coincidentes
O=C1N(CCC2=CNC3=C2C=CC= Inactivo <3 -
C3)CC4=CC(0OC)=C(0C)C=C41
O=C1N(CC2CCNC2)CC3=CC(O Inactivo <3 -
C)=C(0OC)C=C31
O=C(C)C1=CC=C(OC[C@H](CN Inactivo <3 -

2CCCCC2)0)C=C10
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CCl=C(C(OCC)=0)[C@@H](C( Inactivo <3 -
N2CCN(C(C(C)=C)=0)CC2)=0)[

C@H](C3=CC=CC=C3)01

0O=C(C)C1=C(C)OC(C)C1C(N2C Inactivo <3 -
CN(C(/C=C/C3=CC=CC=C3)=0)

CC2)=0

BrC1=C2C(C(NC(CN3CCN(CcC Inactivo <3 -
4=CC=CC=C4)CC3)=0)CC2=0)

=C(Br)S1

BrC1=C2C(C(NC(CN3CCN(CcC4 Inactivo <3 -
CCCCC4)CC3)=0)CC2=0)=C(Br

)S1

O=Clc2cccnc2C(=0O)N1CCC1CC Activo 4 0.734
N(Cc2ccccc2)CCl

O=C1CCc2cc3c(CCCACCN(Cch Activo 3 0.878
ccceeh)CC4)noc3cc2N1

Cclccec(CN2CCC(CCC(=0)c3cc Activo 3 0.643
c4c(c3)CCN4)CC2)cl

Cclnc2ccc(C(=0)CCC3CCN(Cc4 Activo 3 0.655
cccecd)CC3)ce2sl

O=c1[nH]c2ccccc2c(=0)n1CCC1 Activo 3 0.830
CCN(Cc2ccccc2)CCl

Gracias a este modelo farmacoférico se lograron identificar las regiones de
importancia para el reconocimiento enzima-ligando y se propuso la siguiente
estrategia de disefio para reemplazar el fragmento de 4,5-dimetoxi-1-indanona y de
1-bencilpiperazina, por fragmentos estrechamente similares y que han demostrado
tener actividad inhibitoria de la AChE como se mencioné anteriormente. Esta
estrategia consiste en reemplazar dichos fragmentos y conectarlos mediante un
aminodcido, del cual el atomo de nitrégeno forma parte del fragmento sustituyente
de la 1-isoindolona o 1,3-isoindoldiona y de esta manera obtener nuevos analogos

del donepecilo (Figura 9).
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Donepecilo
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X =CH, 1-isoindolinona Conector 1-bencilpiperazina

X=CO 1,3-isoindolindiona

Figura 9. Estrategia de disefio de nuevos analogos del donepecilo.

Los aminoéacidos seleccionados para ser utilizados como conectores fueron glicina,
(rac)-alanina, (S)- y (R)-fenilalanina, por lo que los analogos propuestos son los
compuestos 2a-d y 3a-d (Figura 10A), de los cuales el compuesto 3a fue
seleccionado como referencia para realizar un alineamiento sobre el modelo

farmacoforico generado previamente (Figura 10B).

A
0]
R
.N—S]_ /\
X N N
o) /

X=CO X =CH,
2a R=H 3a R=H
2b R =rac- Me 3b R =rac- Me
2c R=(S)-Bn 3c R=(S)-Bn
2d R=(R)-Bn 3d R=(R)-Bn

Figura 10. A) Analogos propuestos. B) Modelo de farmacoforo para la interaccion
con la AChE.
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Al utilizar el compuesto 3a como referencia se obtuvo un buen ajuste sobre el
modelo farmacoférico comparandolo con el donepecilo (en verde, Figura 11A); en
este ajuste se obtuvo un RMSD de 0.641 en donde coinciden cuatro de las cinco
regiones farmacoféricas del modelo, siendo el aceptor de enlaces de hidrogeno la

region faltante (Figura 11B).

A

Figura 11. A) Sobreposicion del compuesto 3a (gris) y donepecilo (verde) sobre el
modelo farmacoforico. B) Ajuste del compuesto 3a en el modelo farmacoforico.

En la Tabla 2 se muestra el alineamiento de los compuestos diseiiados y la
concordancia con las regiones farmacoféricas del modelo. Se puede observar que
el fragmento de 1-isoindolona o 1,3-isoindoldiona presente en los compuestos 2a-d

y 3¢, no se ajusto a la region aromética correspondiente al anillo de indanona. De
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manera similar estos nucleos no se ajustaron a la region aceptora de enlaces de
hidrogeno a excepcion de los compuestos 2a, 2b y 2c. Por otra parte los
compuestos 2a-d y 3a-d cumplen con los requerimientos estructurales necesarios
para interactuar con la region hidrofdbica, la region ionizable y la region aromatica
correspondiente al grupo bencilo presentes en el modelo de farmacoforo, por lo que
el fragmento de bencilpiperazina podria interaccionar de buena manera con el sitio
activo de la AChE.

Tabla 2. Alineamiento de compuestos disefiados y su concordancia con las
regiones farmacoforicas del modelo.

Region Region  Aceptora Region Region
Compuesto aromatica aromatica de ionizable hidrofébica RMSD
(indanona) (bencilo) enlaces
de H
2a No Si Si Si Si 0.630
2b No Si Si Si Si 0.630
2c No Si No Si Si 0.078
2d No Si Si Si Si 0.878
3a Si Si No Si Si 0.641
3b Si Si No Si Si 0.650
3c No Si No Si Si 0.078
3d Si Si No Si Si 0.821

7.2 Acoplamiento molecular

Para analizar el perfil de interaccion de los analogos propuestos 2a-d y 3a-d con el
sitio activo de la AChE se procedi6 a realizar acoplamiento molecular de los
compuestos propuestos sobre la estructura tridimensional de la AChE humana

cristalizada.

En la Tabla 3 se puede observar los resultados obtenidos del acoplamiento
molecular de los analogos propuestos en la conformaciéon de minima energia
obtenida mediante Autodock Vina. Ademas de presentar energias de unidn
comparables a las del donepecilo, presentan cierta concordancia de interacciones

con los residuos de importancia analizados por el modelo de farmacoforo. La
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totalidad de las interacciones que presentan los compuestos propuestos con la

triada catalitica y con el sitio activo periférico de la AChE se puede observar

mediante los esquemas en dos dimensiones del Anexo 1.

Tabla 3. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular y concordancia con
interacciones de importancia segun el modelo farmacoforico.

Compuesto X R AG Concordancia con interacciones
(kcal/mol) de importancia

2a CO H -11.3 Trp86, Trp286, lle451

2b CO (S)-Me -11.5 Trp86, Trp286

2b CO (R)-Me -11.0 Trp86, Trp286, lle451

2C CO (S)-Bn -11.7 Trp86, Trp286

2d CO (R)-Bn -11.2 Trp86, Trp286

3a CH2 H -11.3 Trp86, Trp286, lle451

3b CHz2  (S)-Me -11.1 Trp86, Trp286,

3b CH2 (R)-Me -10.3 Trp86, Trp286

3c CH:2 (S)-Bn -10.5 Trp86, Trp286

3d CH2  (R)-Bn -10.5 Trp86, Trp286
Donepecilo - - -12.2 Trp86, Trp286, Phe295, lle451
Galantamina - - -9.3 Trp86

Nuevamente el compuesto 3a fue utilizado como modelo para analizar las

interacciones que presentan esta serie de andalogos. En la Figura 12 se puede

observar el modo de unién de minima energia que presenta dicho compuesto en el

sitio activo de la AChE, el cual es muy similar al modo de union del donepecilo

cristalizado. En esta representacion se pueden apreciar las interacciones n-r (lineas

moradas) que se generan entre el anillo aromatico de la isoindolon-1-ona con la

cadena lateral del residuo Trp286 al igual que el anillo aromatico de la 1-

bencilpiperazina con el residuo Trp86.
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@NJ/% F295

Figura 12. Interaccién del compuesto 3a con los residuos del sitio activo de la
AChE.

Cabe mencionar que los compuestos derivados fenilalanina presentaron un modo
de unidn diferente al donepecilo y a los demas analogos propuestos. En la Figura
13 se muestra que el compuesto 3d presenta interacciones n-n (lineas moradas)
con la cadena lateral del residuo Trp286 mediante la interaccion con el anillo
aromatico de la 1-bencilpiperazina en lugar del anillo aroméatico de la isoindol-1-ona.
A su vez también presenta interacciones n-n con el residuo Trp86 mediante el anillo

aromatico de la cadena lateral de la fenilalanina en lugar de la 1-bencilpiperazina.

w286

F295

Figura 13. Interaccidon del compuesto 3d con los residuos del sitio activo de la
AChE.
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La primera etapa de validacion del acoplamiento molecular consistio en la técnica
de re-docking, la cual consistio en utilizar la estructura cristalizada del donepecilo y
realizar el acoplamiento molecular en la misma proteina donde fue cristalizado, en
este caso se utilizé la estructura de la AChE con clave del PDB 4EY7. Para lo
anterior se compararon las coordenadas atomicas del donepecilo cristalizado en
complejo con la AChE (estructura en verde, Figura 14) contra las coordenadas
atomicas del donepecilo obtenidas del acoplamiento molecular (estructura en gris,
Figura 14), en donde se obtuvo un RMSD de 0.3277 y debido a que este es un valor
cercano a cero, se puede concluir que existe una buena reproducibilidad del modo

de unién experimental por parte del programa.

Figura 14. Sobreposicion de la estructura del donepecilo cristalizado (verde) y el
obtenido del acoplamiento molecular (gris) en el sitio activo de la AChE.

La segunda técnica empleada para validar el proceso de acoplamiento molecular
realizado, fue cross-docking. Para lo cual se utilizé la estructura del donepecilo
cristalizado en la proteina con clave PDB 4EY7 y se realiz0 el acoplamiento
molecular sobre otra estructura diferente de la AChE, en este caso con clave PDB
604W. Como se puede observar en la Figura 15, este proceso de acoplamiento
molecular genero las mismas interacciones reportadas anteriormente para la union
donepecilo-AChE, en donde el anillo aromatico de la 4,5-dimetoxi-1-indanona
presenta interacciones n-rt (lineas moradas) generadas con la cadena lateral del

residuo Trp286 al igual que el anillo aromatico de la bencilpiperidina con el residuo
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Trp86, mientras que el grupo carbonilo de la 4,5-dimetoxi-1-indanona actiia como
un aceptor de puentes de hidrégeno con el residuo Phe295. Por lo anterior,
nuevamente se puede concluir que existe una buena reproducibilidad del modo de
unién ligando-enzima por parte del programa y los resultados obtenidos para el
acoplamiento molecular de los compuestos 2a-d y 3a-d son confiables. En la Tabla
4 se observan los resultados obtenidos del acoplamiento cruzado de dichos

compuestos.

@:/% F295

Figura 15. Interaccién del donepecilo cristalizado (PDB 4EY7) con los residuos del
sitio activo de la AChE (PDB 604W).

Tabla 4. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular de los compuestos
disefiados en la estructura de la AChE (PDB 604W).

Compuesto X R AG Concordancia con interacciones

(kcal/mol) de importancia

2a (6{0) H -10.9 Trp86, Trp286, lle451

2b (6{0) (S)-Me -11.3 Trp86, Trp286

2b CO (R)-Me -11.2 Trp86, Trp286, lle451

2C (6{0) (S)-Bn -11.7 Trp86, Trp286

2d CO (R)-Bn -11.0 Trp86, Trp286

3a CH2 H -11.3 Trp86, Trp286, lle451

3b CH:2 (S)-Me -11.1 Trp86, Trp286,

3b CH2 (R)-Me -10.1 Trp86, Trp286

3c CH:2 (S)-Bn -10.4 Trp86, Trp286

22



RESULTADOS Y DISCUSION

3d CH:2 (R)-Bn -10.5 Trp86, Trp286
Donepecilo - - -11.9 Trp86, Trp286, Phe295, lle451
Galantamina - - -9.0 Trp86

7.3 Similitud molecular

Para analizar el grado de similitud estructural que presentan los analogos
propuestos en relacion al donepecilo, se utilizdé LiSICA un programa de cribado
virtual basado en el ligando que es utilizado para encontrar la similitud en dos y tres
dimensiones entre pares de moléculas y que ha sido aplicado efectivamente para
encontrar nuevos inhibidores de colinesterasas.®’ Este programa compara dos
moléculas basandose en su estructura, en este caso tridimensional consistente en
la estructura del donepecilo cristalizado y las conformaciones obtenidas del
acoplamiento molecular de los andlogos propuestos. Ambas estructuras son
convertidas a un grafo molecular, en donde cada atomo es convertido en un vértice
del grafo y cada enlace esta representado por un borde o linea. Se emplea el
algoritmo maximo de Clique para encontrar la subgrafo en comun con el mayor
namero de vértices de los grafos comparados, este subgrafo en comudn representa
la mayor subestructura en comuan, referida como arreglo espacial, de ambas
moléculas comparadas. La similitud entre las dos moléculas comparadas es

expresada mediante el coeficiente de Tanimoto (74g):

Tyn = Ns
48 (Ng+ Ny —Ng)

Donde Ns es el numero de atomos en la subestructura en comun, N4 el nUmero de
atomos que constituye la molécula de referenciay Np es el nimero de atomos que
constituyen a la molécula a evaluar. Un valor de 745 = 0 nos indica que no existe
similitud entre ambas representaciones utilizadas de las moléculas, mientras que un
valor de 745= 1 significa que las representaciones evaluadas para ambas moléculas

son idénticas.
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En la Tabla 5, se observan los resultados obtenidos para la similitud molecular
tridimensional en funcién de la relacion espacial entre los componentes de los grafos
moleculares del donepecilo como molécula de referencia y los componentes de los
grafos moleculares para los compuestos 2a-d y 3a-d, para lo cual se consideraron

tres medidas para la diferencia entre la distancia espacial: 1A, 1.25 Ay 1.5 A,

Con estos resultados de similitud estructural se puede concluir que los compuestos
derivados del aminoacido glicina 2a y 3a son los que presentan una mayor similitud
con el donepecilo en comparacion con los derivados de otros aminoacidos con
excepcion del enantiomero (R) del compuesto 3b, que también presentd un valor
alto de similitud. Como se puede apreciar en la Grafica 1, la mayoria de los
compuestos derivados del nucleo 1-isoindolinona (X = CH2) en general presentan
valores ligeramente mas altos de similitud con el farmaco de referencia que los

compuestos derivados del nacleo 1,3-isoindolindiona (X = CO).

Tabla 5. Similitud tridimensional entre los andlogos propuestos y el donepecilo
expresada mediante el coeficiente de Tanimoto (74s).

Compuesto X R Tas Tas Tas Tas
(1.0A) (125A) (@5A) Promedio
2a CO H 0.37500 0.48648 0.57142 0.47763
2b CO (S)-Me 0.36585 0.43589 0.51351 0.43842
2b CO (R)-Me 0.33333 0.40000 0.47368 0.40233
2c CO (S)-Bn 0.34782 0.40909 0.47619 0.41103
2d CO (R)-Bn 0.31914 0.37777 0.40909 0.36867
3a CH:2 H 0.38461 0.50000 0.54285 0.47582
3b CHz (S)-Me 0.34143 0.41025 0.52777 0.42649
3b CH2 (R)-Me 0.41025 0.48648 0.57142 0.48939
3c CH2 (S)-Bn 0.35555 0.41860 0.41860 0.39578
3d CH2 (R)-Bn 0.38636 0.42860 0.45238 0.42245
Donepecilo - - 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000
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Grafica 1. Similitud tridimensional entre los analogos propuestos y el donepecilo.

7.3 Sintesis de compuestos

La obtencion de los analogos del donepecilo comenzd con la sintesis de la N-
bencilpiperazina, la cual se obtuvo mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica
entre el cloruro de bencilo y piperazina en THF a temperatura de reflujo

obteniéndose el producto deseado en 88 % de rendimiento (Esquema 3).

HN.  NH o+ C'/\© THE (N
/ N HN\)
3h 88 %

Esquema 3. Sintesis de N-bencilpiperazina.
La sintesis de los productos la-d se realizé mediante la reaccion entre anhidrido

ftalico y el aminoacido correspondiente a 130 °C en una reaccion libre de disolvente

en la cual se obtuvieron los productos deseados con buenos resultados (Tabla 6).
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Tabla 6. Resultados obtenidos en la sintesis de los productos la-d.

0
(e]
j‘\ 0 R
-~ N
H,oN CO,H 130 °C _<C02H

o
1a-d
Ensayo Producto R t (min)  Rendimiento e.e.
(%) (%)°
1 la H 15 74 -
2 1b rac-Me 30 85 0
3 1c (S)-Bn 20 86 100
4 1d (R)-Bn 20 88 97

a Determinado mediante HPLC columna Chiralpak AD-H.

Esta reaccidon es ampliamente utilizada en la N-proteccion de aminoacidos con
anhidrido ftalico para generar ftalimidas N-sustituidas generalmente con buenos
rendimientos y sin racemizacion de los productos,3%4° para el caso de esta reaccion
la mezcla de ambos reactivos sélidos se calienta a una temperatura mayor a la
temperatura de fusién del anhidrido ftalico propiciando que una vez fundido éste,
actue como disolvente y el aminoacido se disuelva en él y una vez en solucion el
grupo amino del aminoacido realiza un ataque nucleofilico sobre uno de los grupos
carbonilos del anhidrido, el segundo paso de esta reaccién, mas lento que el
primero, consiste en un segundo ataque nucleofilico por parte del nitrégeno del
ahora grupo amida al grupo carboxilo formado,* generando asi una ciclacién
intramolecular; finalmente con la perdida de una molécula de agua, se obtiene la

ftalimida N-sustituida (Esquema 4).
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Esquema 4. Mecanismo de reaccidn propuesto para la obtencion de los
compuestos la-d.

En la Figura 16 se puede observar el cromatograma del compuesto 1¢c donde se
puede apreciar un 100% de e.e., mientras que en la Figura 17 el cromatograma del
compuesto 1d muestra una relacion enantiomérica de 1.5:98.5 (S:R)
correspondiendo a un 97% de e.e. a favor del enantibmero (R); por lo que se
confirma que la reaccion de condensacion entre anhidrido ftalico y (S)- o (R)-
fenilalanina ocurre con nula o escasa racemizacion del producto como se mencioné

anteriormente.
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Figura 16. Cromatograma de HPLC para el compuesto 1c.
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Figura 17. Cromatograma de HPLC para el compuesto 1d (r.e. 1.5:98.5).

Posteriormente se procedio a la obtencidén de los compuestos 2a-d, para lo cual el
primer procedimiento que se realiz6 fue la reaccién entre un cloruro de &cido
generado in situ a partir de los compuestos 1a-d y N-bencilpiperazina. En la Tabla
7 se muestran los resultados obtenidos de dicha reaccion en donde se obtuvieron
los productos deseados con bajos rendimientos y pérdida de la pureza

enantiomérica de los compuestos como se puede apreciar en la Figura 18.

Tabla 7. Resultados obtenidos en la sintesis de los productos 2a-d mediante un
cloruro de acido generado in situ.

0 0
R o R
N_< 1) SOCI, ,Tolueno, 100 °C, 2 h N — p
CO,H (\N N N
: 2 0 0 d
1a-d 2a-d
2eq TEA, THF, 20 h
Ensayo Producto R % e.e.
Rendimiento (%)?
1 2a H 18 -
2 2b rac-Me 15 0
3 2C (S)-Bn 12 0
4 2d (R)-Bn 15 0
a Determinado mediante HPLC columna Chiralpak AD-H.
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Figura 18. Cromatograma de HPLC para el compuesto 2c (r.e. 50:50).

Este método para la formacion de amidas partiendo de acidos carboxilicos implica
un ataque nucleofilico por parte del grupo carboxilo hacia el SOCIz, formando asi un
anhidrido mixto, en donde el residuo de SOCIz actia como grupo saliente para una
sustitucion nucleofilica de un ion cloruro para generar un cloruro de acido,*? el cual
posee una mayor reactividad en comparacion con un acido carboxilico (Esquema
5A). Dichos cloruros de acido pueden formar una cetena in situ mediante el
tratamiento con trietilamina a temperatura ambiente.*3#4 La cual en presencia de N-
bencilpiperazina sufre un ataque nucleofilico, por parte del atomo de nitrogeno
nucleofilico de la piperazina, para obtener los productos deseados 2a-d (Esquema
5B). La formacion in situ de la cetena mediante el uso de una base capaz de abstraer
el hidrégeno &cido en posicion o al carbonilo, en este caso trietilamina, explica la
pérdida de la pureza enantiomérica de los compuestos 2c y 2d observada en la
tabla 7.
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Esgquema 5. Mecanismo de reaccion propuesto para A) la obtencién de cloruros
de acido a partir de los compuestos 1a-d, B) la obtencion de los compuestos 2a-d
empleando EtsN y N-bencilpeperazina.

Otro método empleado para la obtencién de los productos 2a-d fue a partir de los
acidos carboxilicos 1a-d y N-bencilpiperacina bajo condiciones suaves de reaccion
es mediante el uso de un reactivo de acoplamiento como lo es DCC el cual es
ampliamente utilizado en la sintesis de péptidos a temperatura ambiente.*> En la
Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de dicha reaccion en donde se
obtuvieron los productos deseados con rendimientos moderados, ademas se puede
apreciar el efecto del uso de DMAP como catalizador tanto en el rendimiento de la

reaccion como en la pureza enantiomérica de los productos.
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Tabla 8. Resultados obtenidos en la sintesis de los productos 2a-d mediante el

uso de DCC.
0 o)
R DCC, DMAP R
Ol 3 40
CO,H N N
SrcacERare®
1a-d 2a-d
Ensayo Producto R DMAP t (h) Rendimiento e.e.
(%) (%) (%)°
1 2a H 20 48 50 -
2 2a H 0 48 41 -
3 2b rac-Me 20 48 53 0
4 2b rac-Me 0 48 45 0
5 2c (S)-Bn 20 48 65 50
6 2c (S)-Bn 20 20 62 82
7 2c (S)-Bn 0 20 52 100
8 2d (R)-Bn 0 20 55 97(100)°
a

Determinado mediante HPLC columna Chiralpak AD-H. ? Después de
recristalizacion.

El uso de DMAP en la reaccion tiene diferentes efectos notables, uno de ellos en el
rendimiento de la reaccibn que se obtiene de la reaccion el cual aumenta
ligeramente cuando se utiliza en un 20%. Pero el efecto de mayor importancia es
su influencia en el exceso enantiomérico de los productos, ya que como se puede
notar, su presencia como catalizador genera un 82% de e.e. para el compuesto 2c
(Figura 19). Mientras que cuando no se utiliza se mantiene la pureza enantiomérica
gue presentan los compuestos 1c y 1d, por lo que se obtiene un 100% de e.e. para
el compuesto 2c (Figura 20) y 97% de e.e. para el compuesto 2d (Tabla 5, ensayos
6-8). De igual manera con el uso de DMAP como catalizador se puede apreciar que
a mayor tiempo de reaccion no se genera una aumento significativo del rendimiento
pero si genera una reduccion de la pureza enantiomérica generando un 50% de e.e.
para el compuesto 2c (Tabla 5, ensayos 5 y 6). De estos resultados se puede
reforzar el argumento mencionado anteriormente de que el uso de una base, en
este caso DMAP, puede afectar la estereoquimica de los productos al abstraer el

hidrogeno acido en posicion a al carbonilo presente en los compuestos.
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Figura 19. Cromatograma de HPLC del crudo de reaccién para el compuesto 2c
en presencia de DMAP (r.e. 91:9).

0.80- 0 %
R Bn g
| NN/
N  N-Bn ||
0.601 o O ‘
1 2c |I\
S 1 ‘
< .40
g |
0.20- ‘
7 |
b |
0.00 — - _
-_—_—m -r- e ———————
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00

Minutes

Figura 20. Cromatograma de HPLC para el compuesto 2c en ausencia de DMAP.

Este método para la formacion de amidas partiendo de acidos carboxilicos implica
la formacidn de una O-acilurea como intermediario reactivo que presenta una mayor
reactividad en comparacion con el acido carboxilico. El cual es capaz de sufrir un
ataque nucleofilico por parte del &omo de nitrogeno de la N-bencilpiperazina y
liberar diciclohexilurea (DHU) como subproducto y de esta manera obtener los
productos deseados 2a-d sin afectaciones en la pureza enantiomérica presentada
(Esquema 6).
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Esquema 6. Mecanismo de reaccién propuesto para la obtencion de los
compuestos 2a-d empleando DCC y N-bencilpeperazina.

Con los productos 2a-d en mano se procedi6 al ultimo paso de la ruta sintética para
la obtencidn de los analogos del donepecilo disefiados en este trabajo. Para lo cual
se realiz6 una reaccion de reduccion de dichos compuestos empleando NaBHa4
(método A) para obtener los productos 3a-d, metodologia que se ha utilizado para
reducir totalmente hasta el grupo metileno a uno de los grupos carbonilos presente
en derivados de 1,3-isoindolindiona.*® Sin embargo, en la reacciéon para el
compuesto 2a se obtuvo el producto de la reduccién parcial hasta el alcohol 4a.
Mientras que para la reaccion de los compuestos 2b-d el crudo de reaccion se
obtuvo como una mezcla de varios productos los cuales no se pudieron separar bajo
las condiciones de cromatografia en columna realizadas (Tabla 8). Por lo anterior
se ensayo0 una segunda metodologia para la obtencién de los productos 3a-d, en la
que los compuestos 2a-d se sometieron a una variacion de la reduccion de
Clemmensen, en este caso siendo una reaccion de reduccidon empleando Zn
metalico en medio acido (método B), siendo de igual manera una metodologia que
se ha utilizado para reducir totalmente hasta el grupo metileno a uno de los grupos
carbonilos presente en derivados de 1,3-isoindolindiona,*’ sin embargo en el caso

de los compuestos 2a-d no procedio la reaccion (Tabla 6).
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Tabla 8. Metodologias empleadas para la obtencion de los productos 3a-d.

Método A
O
R
@pr . L
THF, MeOH X NN
) 0°C,1h ©
a-d 4a, 3a-d
Método B
O
O e A
HCI/AcOH ,Ny N\
@E‘éﬂf/_\ 110°C.5h /NI
2a-d 3a-d
Ensayo Producto X R Método A Método B
Rendimiento (%) Rendimiento (%)
1 3a CH:2 H - N.R.
2 3b CH2 rac-Me A N.R.
3 3c CH: (S)-Bn A N.R.
4 3d CH2 (R)-Bn A N.R.
5 4a CHOH H 48 -

A = Mezcla compleja dificil de separar por cromatografia en columna.
N.R. = no reaccion.

7.4 Evaluacion de la actividad inhibitoria de la AChE

En la Tabla 9 se observan los resultados de la evaluacion preliminar de la actividad
inhibitoria de la AChE por parte de los compuestos 2a-d y 4a, obtenidos en este
trabajo, a una concentracién de 100 uM para lo cual se utilizé al donepecilo como
control. Se puede observar que los compuestos evaluados presentaron un bajo
porcentaje de inhibicion de la AChE a la concentracion evaluada, siendo el
compuesto 4a el que obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion (18.53%). Estos
resultados muestran que los compuestos 2b-d y 4a tienen una menor potencia en

contraste con el donepecilo que generd 93.36% de inhibicién de la AChE.
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Tabla 9. Actividad inhibitoria de la AChE de los compuestos 2a-d y 4a a 100 pM.

Compuesto X R % inhibicién
(100 pum)
2a CO H N.D.
2b (6{0) rac-Me 8.62
2C CO (S)-Bn 8.58
2d CO (R)-Bn 1.69
4a CHOH H 18.53
Donepecilo - - 93.36

N.D. = no determinado
Los compuestos 2b-d presentaron valores de AG muy similares en el acoplamiento

molecular y mayores al donepecilo (Tabla 3). Esta misma tendencia puede
observarse de forma general en la Tabla 9, en donde dichos compuestos
presentaron valores de porcentaje de inhibicion similares entre ellos y menores al
donepecilo. De manera similar los compuestos 2b y 2c presentaron valores de
similitud mas altos (Tabla 5) y un mayor porcentaje de inhibicion en comparacién al

compuesto 2d.

Como se menciond previamente el grupo carbonilo del nacleo de indanona presente
en el donepecilo actia como un aceptor de enlaces de hidrégeno con el aminoacido
Phe295 del sitio activo de la AChE. La baja potencia que presentan los compuestos
2b-d, en comparacion al donepecilo, puede ser debida a la ausencia de dicha
interaccién. La ausencia de dicha interaccion se puede analizar mediante los

resultados del acoplamiento molecular presentados en la Tabla 3.

Lo anterior puede reforzarse mediante el andlisis por acoplamiento molecular de la
interaccién con la AChE por parte del compuesto 4a, en donde podemos observar
gue sus dos enantiomeros ademas de presentar un modo de interaccion similar al
de los demas compuestos, el grupo alcohol si interacciona mediante un puente de
hidrogeno con el residuo Phe295 (linea punteada azul, Figura 21), siendo este
compuesto el que presentd el mayor porcentaje de inhibicién a la concentracién

ensayada.
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Figura 21. Interaccién del compuesto 4a con los residuos del sitio activo de la

AChE. A) Enantiémero (S) AG (kcal/mol) =-11.3. B) Enantiémero (R) AG
(kcal/mol) =-11.1.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se logré la construccion de un modelo de farmacoéforo basado en la
interaccion del donepecilo con la AChE, el cual permitié disefiar los compuestos 2a-

d y 3a-d como nuevos analogos del donepecilo.

El posible modo de interaccion de estos compuestos con la AChE se analizo
mediante acoplamiento molecular el cual fue similar al que presenta el donepecilo.
Ademas se calculd la similitud molecular que presentan estos nuevos compuestos
con dicho farmaco, la cual se encuentra en un rango de 0.39 a 0.47. De forma
general los 2b y 2c presentaron valores de similitud mas altos y un mayor

porcentaje de inhibicion en comparacion al compuesto 2d.

Se logro la sintesis de los compuestos la-d con rendimientos mayores al 74% a
partir de los aminoécidos glicina, rac-alanina, (S)- y (R)-fenilalanina empleando un
enfoque de quimica verde utilizando calentamiento en una reaccion libre de
disolvente y hacer uso de una mezcla de H2O/EtOH para purificar los productos.
Los compuestos 2a-d se obtuvieron con rendimientos moderados entre 41% y 65%,
los cuales mantuvieron una buena pureza enantiomérica en los casos
correspondientes al emplear DCC y N-bencilpiperazina. Mientras que el compuesto
4a se obtuvo de la reduccién con NaBHs4 del compuesto 2a con un 48% de

rendimiento.

Los compuestos obtenidos en este trabajo fueron sometidos a una evaluaciéon
preliminar de la actividad inhibitoria de la AChE mediante un ensayo in vitro, en
donde se encontré que los compuestos 2b-d y 4a presentan un porcentaje de
inhibicion de la AChE en un rango de 1.69 a 18.53% a una concentracion de 100
uM. De manera general el protocolo de modelado de farmacéforo, acoplamiento
molecular, similitud molecular, sintesis y caracterizacion; permitid la obtencion de

nuevos compuestos con propiedades inhibitorias de la AChE.
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9. PERSPECTIVAS

. Obtener y caracterizar mediante RMN *H y 3C asi como por espectrometria de

masas de alta resolucion los compuestos 3a-d.

. Obtener los enantiomeros por separado de los compuestos 2b y 4a.

. Evaluar la actividad inhibitoria de la AChE del compuesto 2a, asi como los
enantiomeros por separado de los compuestos 2b y 4a.

. Realizar ensayos de cinética enzimatica para evaluar el tipo de inhibicion que

presentan los compuestos 2a-d y 4a.

. Realizar ensayos dosis-respuesta para obtener la ICso de los compuestos 2a-d

y 4a.

. Realizar ensayos de toxicidad para evaluar los posibles efectos adversos de los

compuestos 2a-d y 4a.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Interacciones de los compuestos 2a-d y 3a-d con la AChE.

A continuacion se muestran las interacciones obtenidas por acoplamiento molecular

para la interaccion de los compuestos 2a-d y 3a-d en su conformacion de minima

energia con el sitio activo de la AChE mediante esquemas bidimensionales. En

donde se observan los residuos con los que interacciona mediante interacciones

hidrofébicas (esferas verdes),

interacciones m-m (lineas punteadas rosas),

interacciones m-cation (lineas punteadas naranjas) y puentes de hidrogeno (lineas

punteadas verdes).
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TYR A:297 PHE
A:124
7
i\
0
TYR
TRP PHE 3
2786 e A:341
WAL
A:294

TYR
A:337
HIS
A:447
GLY
A:448
ILE
A:451
GLU
A:202
GLY
A121 TRP
A:86
TYR
GLY A:33
A:120 As:gga

Interacciones del compuesto 2a con el sitio activo de la AChE.
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Interacciones del compuesto 2b (enantibmero R) con el sitio activo de la AChE.
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TYR
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Interacciones del compuesto 2c¢ con el sitio activo de la AChE.
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Interacciones del compuesto 2d con el sitio activo de la AChE.

46



ANEXOS
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Interacciones del compuesto 3a con el sitio activo de la AChE.
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A:294 GLY GLU
A:448 A:202
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Interacciones del compuesto 3b (enantibmero S) con el sitio activo de la AChE.
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TYR
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Interacciones del compuesto 3b (enantidmero R) con el sitio activo de la AChE.
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Interacciones del compuesto 3c con el sitio activo de la AChE.
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Interacciones del compuesto 3d con el sitio activo de la AChE.
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Anexo 2. Metodologia sintética

Generalidades

Los disolventes empleados para purificacion y trabajos de reaccion fueron
destilados antes de usarse. Los reactivos empleados para las reacciones fueron
adquiridos de la compaiiia Sigma-Aldrich®, los cuales no fueron sometidos a alguna

purificacion adicional antes de su uso.

El curso de las reacciones efectuadas en este trabajo fue seguido por CCF,
utilizando placas comerciales de gel de silice (60 F254) soportado en laminas de
aluminio con indicador de fluorescencia de la marca Merck® y como revelador luz
UV a 254 nm. Los compuestos se purificaron por cromatografia en columna
empleando silica gel comercial. La temperatura de fusién se determiné en un

aparato Melt-Temp Electrothermal y no estan corregidos.

Los espectros de RMN 'H y de RMN *3C se obtuvieron en un equipo Bruker Avance
[l 400 MHz utilizando como disolventes deuterados como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos () se reportan en ppm, para indicar la multiplicidad de
las sefiales en RMN *H, se utilizan las abreviaturas: (s) simple, (d) doble, (dd) doble
de dobles, (br) sefial ancha, (t) triple y (m) multiple. Las constantes de acoplamiento
(J) se reportaron en Hz. Los espectros de masas de alta resolucion fueron obtenidos

en un espectrometro Jeol IMS-AX505HA mediante la técnica ESI+.

Los cromatogramas fueron obtenidos en un equipo de HPLC Waters 2695 con un
detector de arreglo de fotodiodos Waters 2996 a 30 °C, empleando una columna
Chiralpak AD-H, con un flujo de 1 mL/min utilizando hexano e isopropanol como

fase mavil, previamente filtrados y desgasificados.
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Sintesis de 1-bencilpiperazina

N En un matraz de 1 L provisto de agitacion magnética se colocaron
HNJ /\© 19.3 g (224 mmol) de piperazina y se agregaron 150 mL de THF,
posteriormente se calento a temperatura de reflujo y una vez disuelta en su totalidad
la piperazina, se agregaron gota a gota 5.2 mL (37 mmol) de cloruro de bencilo. La
mezcla de reaccion se calentd a temperatura de reflujo durante tres horas.
Posteriormente el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida con ayuda
de un rotavapor, el sélido obtenido se suspendié en 100 mL de hexano, se filtr6 a
vacio y se lavo con 100 mL de hexano. El filtrado se destilé a presion reducida hasta
eliminar el disolvente y el residuo obtenido se purificd por destilacion a presién
reducida, colectando la fraccion principal correspondiente a la BZP a 128-131 °C a
2 mmHg (Lit. 127-130 °C).*® Se obtuvieron 5.71 g (88 %) de un liquido incoloro.

Procedimiento general para la sintesis de los compuestos la-d

En un matraz de fondo redondo de 250 mL provisto de agitacion magnética se
colocaron 5.0 g del aminoacido correspondiente y 1 equivalente de anhidrido ftalico.
El matraz con la mezcla de reaccién se coloc6 en un bafio de aceite a 130 °C hasta
que ambos sélidos formaron una disolucion y posteriormente se formé un sélido.
Una vez sucedido esto, el matraz se retird del bafio y se dejo enfriar a temperatura

ambiente, el solido formado se recristalizé con EtOH/H20 (2:1).

Acido 2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)acético, [14]

o Solido blanco; 10 g (74 %); p.f. = 191-193 °C; Rf = 0.61
\ (hex/acetona, 6:4); RMN 'H (400 MHz, CD3OD): & (ppm) = 4.42
CO,H (s, 2H, CH2), 7.82-7.87 (m, 2H, ArH), 7.89-7.94 (m, 2H, ArH);

RMN 13C (100.6 MHz, CD30OD): & (ppm) = 38.1 (CH2), 122.9
(2xArH), 131.9 (2xCipso), 134.21 (2xArH), 167.62 (2xNC=0),
169.42 (COzH); EMAR (ESI*) calculado para CioH7NOs4 + H*: 206.04593,
encontrado: 206.04533.

1a
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Acido (rac)-2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)propanoico, [1b]
o Solido blanco; 10.79 g (88 %); p.f. = 158-160 °C; Rf = 0.61
©il<‘<'\"< (hex/acetona, 6:4); RMN H (400 MHz, CD30D): & (ppm) = 1.68
co,H (d, J = 7.37 Hz, 3H, CHs), 4.98 (q, J = 7.37 Hz, 1H, CH), 7.81-
?b 7.91 (m, 4H, ArH); RMN 13C (100.6 MHz, CD3OD): & (ppm) =
13.9 (CHs), 122.8 (2xArCH), 131.8 (2xCipso), 134.1 (2xArCH),

167.5 (2xNC=0), 171.7 (CO2H); EMAR (ESI*) calculado para CiiH9NO4 + H™:
220.06174, encontrado: 206.06098.

Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)-3-fenilpropanoico, [1c]
o Solido blanco; 7.69 g (87 %); p.f. = 181-183 °C; Rt = 0.65
©5<(N_<B” (hex/acetona, 6:4); 100% e.e. HPLC (hex/IPA 9:1): tr = 16.84
CO,H min; RMN 'H (301 MHz, CD30D): & (ppm) = 3.41-3.62 (m, 2H,
CH2Ph), 5.15 (dd, J = 11.3, 5.6 Hz, 1H, CH), 7.04-7.16 (m, 5H,
ArH), 7.71-7.78 (m, 4H, ArH); RMN 13C (76 MHz, CDsOD): &
(ppm) = 34.2 (CH2Ph), 53.2 (CH), 122.9 (2xArCH), 126.5 (ArCH bencilo), 128.2
(2xArCH bencilo), 128.6 (2xArCH bencilo), 131.4 (2xCipso), 134.3 (2XxArCH), 137.3
(Cipso bencilo), 167.6 (2xNC=0), 170.8 (CO2H); EMAR (ESI*) calculado para
C17H13NO4 + H*: 296.09226, encontrado: 296.09228.

(0]
1c

Acido (R)-2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)-3-fenilpropanoico, [1d]
o Solido blanco; 7.78 g (88 %); p.f. = 180-182 °C; Rf = 0.65
©:‘<‘<N Bn (hex/acetona, 6:4); 97% e.e. HPLC (hex/IPA 9:1): tr = 17.36 y

CO,H 26.67 min.
o}

1d

Procedimiento general para la sintesis de los compuestos 2a-d

En un matraz de 100 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 300 mg (1.46
mmol) del compuesto la-b, 1.1 equivalentes de DCC y la cantidad correspondiente
de DMAP de acuerdo a la Tabla 5, posteriormente se agregaron 5 mL de DCM
seguidos de 1.1 equivalentes de 1-bencilpiperazina. La mezcla de reaccion se dejo

en agitacion a temperatura ambiente. Después de transcurrido el tiempo de reaccion
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establecido en la Tabla 5, se filtr6 al vacio el sdélido suspendido y el producto se

purificé por cromatografia en columna empleando Hexano/Acetona (6:4).

2-(2-(4-bencilpiperazin-1-il)-2-oxoetil)isoindolin-1,3-diona, [2a]
o Sdlido blanco; 265.7 mg (50%); p.f. = 152-154 °C;
(IPA/hex 2:1); Rt = 0.46 (hex/acetona, 6:4); RMN H
Q{«N_}N/_\Np (400 MHz, CDClz): 8 (ppm) = 2.47 (t, J = 5.1 Hz, 2H,
oo CH. piperazina), 2.55 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CHz
2 piperazina), 3.54-3.57 (m, 4H; 2H, CH2Ph; 2H, CH:2
piperazina), 3.64 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH2 piperazina), 4.50 (s, 2H, CH2CO), 7.27-7.38
(m, 5H, ArH), 7.71-7.76 (m 2H, ArH), 7.86-7.91 (m, 2H, ArH); RMN 13C (100 MHz,
CDCl3): 6 (ppm) = 39.0 (CH2C=0), 42.3 (CHz piperazina), 44.7 (CH2 piperazina),
52.5 (CH: piperazina), 52.7 (CH2 piperazina), 62.8 (CHz2Ph), 123.5 (2xArCH), 127.3
(ArCH, bencilo), 128.3 (2xArCH, bencilo), 129.1 (2xArCH, bencilo), 132.2 (2xCipso),

134.0 (2xArCH), 137.5 (Cipso, bencilo), 163.8 (NC=0), 168.0 (2xNC=0); EMAR
(ESI*) calculado para C21H21N303 + H*: 364.16676, encontrado: 364.16612.

(RS)-2-(1-(4-bencilpiperazin-1-il)-1-oxopropan-2-il)isoindolin-1,3-diona, [2b]
o Soélido blanco; 273.79 mg (53 %); p.f. = 161-163
°C; R = 0.53 (hex/acetona, 6:4); RMN *H (400
©:(‘<N§,N/_\Np MHz, CDCls): & (ppm) = 1.71 (d, J = 7.2 Hz, 3H,
oo CHs), 2.38 (br, 4H, 2 CHo, piperazina), 3.35-3.45
2 (m, 2H, piperazina), 3.49 (d, J = 2.49 Hz, 2H,
CH2Ph), 3.59 (br, 1H, CH2 piperazina), 3.72 (br, 1H, CH2 piperazina),5.13 (q, J=7.2
Hz, 1H, CH), 7.24-7.33 (m, 5H, ArH), 7.72-7.77 (m, 2H, ArH), 7.84-7.89 (m, 2H, ArH);
RMN 13C (100 MHz, CDClIz): & (ppm) = 15.6 (CHz), 42.5 (CH2 piperazina), 45.4 (CHz
piperazina), 46.8 (CH), 52.7 (CH: piperazina), 52.9 (CH2N piperazina), 62.7
(CH2Ph), 123.4 (2xArCH), 127.2 (ArCH, bencilo), 128.3 (2xArCH, bencilo), 129.0
(2xArCH, bencilo), 131.7 (2xCipso), 134.1 (2xArCH), 137.5 (Cipso, bencilo), 167.5

(NC=0), 167.7 (2xNC=0); EMAR (ESI") calculado para C22H23N303 + H*:
378.18095, encontrado: 378.18177.
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(S)-2-(1-(4-bencilpiperazin-1-il)-1-oxo-3-fenilpropan-2-il)isoindolin-1,3-diona,
[2c]
o Sdlido blanco; 239.60 mg (52 %); p.f. =117-119 °C
Bn (DCM/hex, 1:6); Rs = 0.56 (hex/acetona, 6:4); 100
©§N§,N/_\Np % e.e. HPLC (hex/IPA 8:2): tr = 25.83 min; RMN
'H (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 2.31 (br, 2H, CH2
piperazina), 2.43 (br, 2H, CH2 piperazina), 3.38-
3.50 (m, 5H), 3.58-3.70 (m, 3H), 5.30 (dd, J = 5.8, 10.0 Hz, 1H, CH), 7.15-7.21 (m,
5H, ArH), 7.26-7.33 (m, 5H, ArH), 7.69-7.63 (m, 2H, ArH), 7.77-7.82 (m, 2H, ArH);
RMN 23C (100 MHz, CDCIls): d (ppm) = 35.0 (CH2Ph), 42.5 (CH2 piperazina), 45.5
(CH2 piperazina), 52.5 (CH), 52.7 (CHz piperazina), 52.8 (CH:z piperazina), 62.7
(NCH2Ph), 123.4 (2xArCH), 126.8 (ArCH, bencilo), 127.2 (ArCH, bencilo), 128.3
(2xArCH, bencilo), 128.5 (2xArCH, bencilo), 129.0 (2xArCH, bencilo), 129.1
(2xArCH, bencilo), 131.4 (2xCipso), 134.1 (2xArCH), 137.0 (Cipso, bencilo), 137.5
(Cipso, bencilo), 166.7 (NC=0), 167.7 (2xNC=0); EMAR (ESI*) calculado para
Ca2sH27N3O3 + H*: 454.21203, encontrado: 454.21307.

(R)-2-(1-(4-bencilpiperazin-1-il)-1-oxo-3-fenilpropan-2-il)isoindolin-1,3-diona,
[2d]

o Solido blanco; 253.42 mg (55 %); p.f. =118-119 °C

Bn p (DCM/hex, 1:6); Rs = 0.56 (hex/acetona, 6:4); 100
N
_}N/ \ % e.e. HPLC (hex/IPA 8:2): tr = 49.77 min.
o O _/
2d
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Sintesis de 2-(2-(4-bencilpiperazin-1-il)-2-oxoetil)-3-hidroxiisoindolin-1-ona,
[4a]

En un matraz de 100 mL provisto de agitacion
magnética se disolvieron 200 mg del compuesto 2a en
N_}N/_\N_Bn 5 mL de THF y 1 mL de MeOH, el matraz se coloco en
un bafio de hielo y posteriormente se agregaron 3
equivalentes de NaBHs. Después de una hora, el
producto correspondiente se aislé por cromatografia en columna utilizando
hex/acetona (6:4). Se obtuvieron 105.6 mg (48 %) de un sélido blanco; p.f. = 125-
127 °C; Rf = 0.37 (Hexano/Acetona, 1:1); RMN 'H (300 MHz, CDCI3): & (ppm) =
2.45-2.51 (d br, 4H, bencilpiperazina), 3.54-3.60 (d br, 6H, bencilpiperazina), 4.12
(d, J=16.3 Hz, 1H, CH2), 4.53 (d, J = 16.4 Hz, 1H, CH2), 4.75 (br, 1H, OH), 5.89 (s,
1H, CHOH), 7.26-7.39 (m, 5H, ArH), 7.45-7.50 (m, 1H, ArH), 7.54-7.62 (m, 2H, ArH),
7.75-7.77 (m, 1H,ArH); RMN 13C (76 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 41.8 (CH2C=0), 42.2
(CHz piperazina), 45.1 (CH: piperazina), 52.4 (CH: piperazina), 52.7 (CH:2
piperazina), 62.7 (CH2Ph), 83.1 (CHOH), 123.50 (2xArCH), 123.56 (ArCH, bencilo),
128.5 (2xArCH, bencilo), 129.3 (ArCH, bencilo), 129.64 (ArCH, bencilo), 130.95
(2xCipso), 132.6 (2xArCH), 144.9 (Cipso, bencilo), 167.2 (NC=0), 168.0 (NC=0).

55



ANEXOS

Anexo 3. Espectros de RMN y EMAR de los compuestos la-c, 2a-c y 4a.
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