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l. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia m&s comdn a nivel mundial,
produce un deterioro cognitivo progresivo, cada vez sus incidencia aumenta debido al
envejecimiento de la poblacién, a pesar de ser cada vez mas comun esta enfermedad aun es
de causa de desconocida y por la misma razon aun no se cuenta con un tratamiento efectivo
que logre frenar o revertir los efectos de esta por esto es que desde su descubrimiento se han
planteado diferentes hipotesis sobre la patogenia de laEA'y a partir de estas se han generados
farmacos para combatir la enfermedad, de los cuales ninguno ha logrado detener el deterioro
cognitivo, y los que mejores resultados han dado solo logran hacer mas lento la aparicién de
la sintomatologia, dentro de los medicamentos que mejor rendimiento han tenido se
encuentran los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AchE), que basandose en la hipotesis
colinérgica, alargan la vida del neurotransmisor acetilcolina, dando como resultado un
deterioro cognitivo mas lento. Dentro de los inhibidores se ha probado diversos
medicamentos que pudieran lograr un mejor efecto que los ya aprobados y reduzcan los
efectos adversos en las personas que padecen de EA, dentro de esta bisqueda aparecen las
quinolinas y sus derivados tetrahidroquinolinas, que ya han servido de andamio quimico para
la sintesis de otros medicamentos como lo son antipaludicos, estos compuestos son facil
sintesis y su estructura se puede modificar, lo que va a permitir modificar su actividad ya
sea potenciandola o disminuyéndola, ademas por su estructura estos compuestos representa
un potencial antioxidante, por lo que también estaria cubriendo la hipdtesis oxidativa de la
EA. Para este estudio se probaron 6 de estos compuestos ya sintetizados y se puso a prueba
su actividad antioxidante, su capacidad de inhibir la enzima AchE, la selectividad que tienen
por esta enzima por sobre otra colinesterasa como lo es la butirilcolinesterasa (Buche), todos
estos ensayos in vitro, ademas los compuestos se sometieron a estudios in silico para evaluar
su potencial farmacolégico. De todos los compuestos analizados el que presentd un mejor
rendimiento fue el compuesto C que tiene una buena capacidad antioxidante, tiene la
capacidad e inhibir la AchE, aunque no es comparable con el farmaco inhibidor de referencia
galantamina, también presentdé muy buenas propiedades farmacoldgicas y en teoria no
presentaria ningun efecto tdxico, por lo que puede sentar las bases para realizar futuros
ensayos bildgicos en cultivos celulares para evaluarlo y desarrollar a partir de él posible

farmaco que ampliaria la gama de medicamentos anti- Alzheimer.



1. INTRODUCCION

Las demencias se definen como las manifestaciones conductuales de una disfuncion
cerebral, manifestindose como deterioro en la orientacion, la memoria, las funciones
intelectuales, el juicio y el efecto.(2), si bien las demencias estan relacionadas con muchas
enfermedades neurodegenerativas mas de la mitad de estas se relacionan con la enfermedad
de Alzheimer (EA), convirtiendo a esta enfermedad en un gran desafio para la salud publica
desde la década 1980, siendo hoy en dia una de las principales causas de morbimortalidad en

pacientes ancianos(3).

La EA, fue descrita por primera vez en 1907 por Alois Alzheimer, quien describio los
sintomas de la enfermedad en su paciente Auguste Deter, una mujer de 51 afios, que se
encontraba internada en el asilo estatal de Frankfurt, Alemania, describid los sintomas de su
paciente, donde se evidenciaba un grave deterioro de su memoria, reconocia objetos, pero
luego olvidaba sus nombres y usos, tenia problemas para leer y escribir, entre otros
relacionados con la cognicion que afectaban también su conducta.(4) Cuando Auguste Deter
murid, Alzheimer utilizd la nueva técnica histologica de tincion de plata para examinar su
cerebro. Cuando lo hizo, observé las placas neuroéticas, los ovillos neurofibrilares y la
angiopatia amiloide que se convertiria en las sefias de identidad de la enfermedad que ahora

Ileva su nombre.(2)

Por definicion la EA se trata de un cuadro de inicio en la edad adulta que deteriora,
de forma progresiva e irreversible, las funciones cognitivas, con una especial predileccién
por la memoria a corto plazo, y que se relaciona con el acaimulo de placas B-amiloide y
proteina tau hiperfosforilada en el cerebro.(3), si bien no hay una causa clara de la
enfermedad, hay una serie de factores de riesgo que pueden contribuir con la aparicion y
desarrollo de esta, siendo la edad el factor de riesgo méas importante, aunque existen casos
raros donde la enfermedad es producida por factores genéticos. Existen diversos estudios
genéticos que han encontrado asociacion de ciertos factores genéticos con la enfermedad,
pero estos representan una menor parte de la enfermedad(5). Respecto a la o las causas de la
EA se han planteado diferentes hipoétesis, siendo la de la acumulacién de péptido amiloide y

la hiperfosforilacién de tau el mecanismo patdgeno mas estudiado y aceptado por la
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comunidad cientifica, sin embargo otras hipotesis han despertado interés como la hipétesis
de la cascada mitocondrial(6). La hipotesis de la cascada amiloide propone brevemente que,
la acumulacién suficiente de un derivado de la proteina precursora de amiloide (APP), A,
induce los cambios bioquimicos, histolégicos y clinicos destacados que pueden manifestarse
en pacientes con EA(6). Ademas de esta existen otras hipotesis que intentan explicar la
etiologia de la EA, dentro de estas se encuentran: 1) hipotesis Tau, 2) hipétesis de estrés
oxidativo, 3) hipotesis inflamatoria, 4) hipotesis vascular, 5) hipétesis de colesterol,6)
hipdtesis de metal, 7) hipdtesis de metal, 8) hipotesis de ciclo celular.(6), entre otras hipdtesis
que también se estudian. Dentro de estas se encuentra la hipétesis colinérgica. Un avance
inicial en la EA llegé en la década de 1970 con la demostracion de un déficit colinérgico en
el cerebro de los pacientes con EA, mediado por déficits en la enzima colina acetiltransferasa.
Esto, junto con el reconocimiento del papel de la acetilcolina en la memoria y el aprendizaje,
condujo a la hipotesis colinérgica de EA y estimulado los intentos de aumentar
terapéuticamente la actividad colinérgica. EI agotamiento colinérgico es una caracteristica
tardia de la cascada neurodegenerativa. Inhibidores de la colinesterasa bloquean la enzima
colinesterasa, que descompone la acetil colina en la hendidura sinaptica, potenciando la

transmision colinérgica.(7)

Desde el descubrimiento de la EA y el posterior planteamiento de diversas hipétesis
se han realizado una gran cantidad de estudios buscando una terapia, ya se de tipo
farmacoldgica o conductual, que logre detener el deterioro cognitivo en la EA. De todos los
farmacos descubiertos y estudiados a la fecha los que han dado mejores resultados son los
que tienen como base la hipotesis colinérgica de la enfermedad siendo aprobados solo 3
medicamentos con accién anticolinesterasica. Los unicos medicamentos aprobados
clinicamente y/o la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) para EA son tres inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE), a saber, donepezil,
rivastigmina y galantamina, y el receptor NMDA (NMDAR) antagonista de la
memantina.(8). Por esta razdén es que se hace de suma urgencia el descubrir nuevos
medicamentos que puedan ayudar a combatir el deterioro de la enfermedad y en lo posible
llegar a frenarlo, en este caso los anticolinesterasicos, que aumentan los niveles de
neurotransmisores especificamente de la acetilcolina (Ach), generan un modesto desempefio

y solo traen un alivio temporal de los sintomas, pero a pesar de esto son los que mejores
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resultados han dado comparandolos con otros medicamentos en vias de desarrollo. En
general, los nuevos farmacos candidatos parecen estar lejos del horizonte de aprobacion,
porque los ensayos clinicos siguen proporcionando resultados desalentadores.(8)

Por las razones anteriores es que las quinolinas y sus derivados tetrahidroquinolinas,
muestran un potencial de desarrollo fA&rmacos, en la misma linea que los ya descubiertos,
inhibidores de AchE, con ejemplos tales como: Tacrine tiene accién de inhibicion de la
colinesterasa mientras que los derivados de la 8-hidroxiquinolina tienen propiedades
quelantes de metal, neuroprotectores y antioxidantes(9). Por otro lado, Los oximes 1,2,3,4-
tetrahidroquinolina-2,2,4-trionas actGan como antagonistas de NDMA en receptores de
glicina. Estos compuestos se pueden utilizar como agentes contra las enfermedades
neurodegenerativas (por ejemplo, la EA) que permitan un mejor tratamiento de la
enfermedad, menos efectos adversos en relacion con los farmacos actualmente en uso y una

mejora en la calidad de vida de quien padece de esta enfermedad y de su entorno familiar.
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I1l.  MARCO TEORICO

Etiologia y patogenia de la Enfermedad de Alzheimer

Si bien la etiopatogenia de la EA no esta bien documentada aun, se describen ciertos
hallazgos propios de la enfermedad, dentro de estos, principalmente, se encuentran:
caracteristicas histoldgicas de la EA, la reduccion considerable en el namero de células
corticales y la presencia de 2 tipos de estructuras proteicas, las placas amiloideas
extracelulares y ovillos neurofibrilares intracelulares.(10) Estos hallazgos junto con los
cambios conductuales que se caracterizan por un fracaso sutil y poco reconocido de la
memoria (a menudo llamado deterioro cognitivo leve o ICM) y lentamente se vuelve méas
grave y, eventualmente, incapacitante. Otros hallazgos comunes incluyen confusién, mal
juicio, alteracion del lenguaje, quejas visuales, agitacion, retirada y alucinaciones.(11). Con
la presencia de todos los criterios mencionados se puede hacer diagnostico de la enfermedad.
El diagnostico clinico de EA, basado en signos clinicos de demencia progresiva lenta y
hallazgos de neuroimagen de atrofia cortical cerebral grave, es correcto aproximadamente
80%-90% de los casos.(11)

La(s) causa(s) de la EA no estd bien descrita y pueden ser de tipo familiar o
hereditaria, o de tipo no familiar, donde la causa no esté bien determinada. Aproximadamente
el 25% de toda la EA es familiar, y el 75% no es familiar (es decir, una persona con EA 'y sin
antecedentes familiares conocidos de EA). Debido a que la EA familiar y la EA no familiar
parecen tener los mismos fenotipos clinicos y patoldgicos, s6lo pueden distinguirse por
antecedentes familiares y/o por pruebas genéticas moleculares.(11)

Hipdtesis de las causas de la Enfermedad de Alzheimer

Con la finalidad de intentar explicar el mecanismo fisiopatolégico de la EA, han
surgido diferentes hipotesis que mediante diferentes mecanismos de neurotoxicidad y muerte

celular explican el dafio neuronal que se produce en la enfermedad (Figura 1).
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Hipdtesis Tau Hipdteis genética.

Cascada amiloide Hipotesis colinérgica

Hipotesis inflamatoria

(neuroinflamacién) Déficit de vitamina B5

Excitotoxcidad del glutamato Hipoteisis oxidativa

Cascada mitocondrial

Figura 1: Algunas hipoétesis que explican la Etiologia de la EA. Fuente: elaboracién propia

Hipotesis genética o familiar

Esta mas que una hipdtesis es una causa ya bien descrita y dilucidada, pero que representa
una minima parte de los casos de EA, alrededor del 0,1% de los casos y se caracteriza,
principalmente por presentarse, de manera sintomatica, a una edad mas temprana que los
casos de EA idiopatica, presentado sintomas de la enfermedad entre los 30 y 50 afios. Es
estos casos la enfermedad se produce por mutaciones en los genes que codifican para la
presenilina 1y2, y la proteina precursora amiloide. Una mutacion en cualquiera de estos genes
va a conllevar a un mal funcionamiento de las proteinas antes mencionados, lo que a su vez
conlleva a la formacion anormal de AP que se va a acumular y va a generar el deterioro
neuronal caracteristico de la EA que se a continuacion al desarrollar la hipdtesis
amiloide.(12)
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Primeras hipétesis: hipotesis Tau y Cascada amiloide

La hipotesis de la cascada amiloide se basa en que la neurodegeneracion que ocurre
durante el desarrollo de la EA es producida por el mal procesamiento de la proteina
precursora amiloide (APP), este mal procesamiento conduce a la produccion anormal del
péptido B-amiloide (AP). Las enzimas secretasas, en condiciones normales se encargan de
cortar APP, pero al ocurrir este proceso de forma aberrante, producto, principalmente, de
mutaciones en By y secretasas, puede conducir a una produccion anormal de AB(7). Posterior
a esto, se puede desencadenar una cascada que conduce al dafio sinaptico y a la pérdida de
neuronas, y en ultima instancia a las sefiales de identidad patoldgicas de la EA: placas
amiloideas y ovillos neurofibrilares compuestos de proteina Tau hiperfosforilada, con la
neurodegeneracion resultante.(7) Esta hipétesis es sustentada en base a los casos de EA de
tipo familiar, donde existen mutaciones autosémicas dominantes en los genes que codifican
la proteina precursora amieloide(13) y las proteinas del complejo gamma
secretasa presenilina 1/2 (PSEN1/2) y en la porcion considerable de pacientes con sindrome
de Down que muestran manifestaciones clinicas de EA a temprana edad, lo que se ha
atribuido a la triplicacion y sobreexpresion del gen que codifica para APP, que se encuentra

en el cromosoma 21.(13)

Respecto a la hipdtesis de Tau, esta se basa en otro importante hallazgo
histopatol6gico en pacientes con EA, los ovillos neurofibrilares, los cuales se encuentran
compuestos de proteina Tau. Tau es una proteina asociada a microtibulos que trabaja como
proteina de andamio y es abundante en los axones(14). El exceso de fosforilacion de Tau por
desequilibrio entre quinasas y fosfatasas da lugar al secuestro de la proteina Tau normal y de
otras proteinas asociadas con los microtubulos (MAP 1 y MAP 2). Esto provoca el
desensamble de los microtubulos y el deterioro del flujo axoplasmico, que produce
degeneracion retrograda y pérdida de sinapsis, por un lado, y por otro, la polimerizacion de

Tau hiperfosforilada, asociada con Tau normal, que genera los ovillos neurofibrilares.(15)

Hipotesis colinérgica

La hipétesis colinérgica de la EA surge durante mediados de la década de 1970 e

inicios de la década de 1980 y méas que una hipoétesis que busca explicar las causas y la
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fisiopatologia de la enfermedad, esta buscaba explicar el mecanismo del deterioro cognitivo
que se produce durante el desarrollo de la EA, el curso de otras demencias, y en el
envejecimiento normal, proponiendo a las neuronas colinérgicas como pieza central en los
proceso cognitivos y de memoria. Lo cual se ha comprobado por medio de diferentes estudios

que han ido aportando a la concepcion que se tiene hoy en dia de esta hipdtesis. (16)

El planteamiento de esta hipotesis partio con la demostracion de que un déficit
colinérgico en el cerebro de los pacientes con EA, mediado por déficits en la enzima colina
acetiltransferasa. Esto, junto con el reconocimiento del papel de la acetilcolina (ACh) en la
memoria y el aprendizaje, condujo a la hipotesis colinérgica de EA. La cual postula que la
causa principal del deterioro cognitivo en las demencias es el descenso de la cantidad de ACh
en regiones cerebrales relacionadas con la memoria y aprendizaje, y ha estimulado los
intentos de aumentar terapéuticamente la actividad colinérgica. El agotamiento colinérgico
es una caracteristica tardia de la cascada neurodegenerativa. la pérdida sinaptica es el
principal correlato de la progresion de la enfermedad y la pérdida de neuronas colinérgicas
que contribuye a los déficits de memoria y atencion(17-19)

La hipdtesis colinérgica se basa en tres hitos: el descubrimiento de marcadores
colinérgicos presinapticos agotados en la corteza cerebral, el descubrimiento de que el nicleo
basalis de Meynert (NBM) en el prosencéfalo basal es la fuente de inervacion colinérgica
cortical que sufre neurodegeneracion grave en la enfermedad de Alzheimer y la demostracién
de que los antagonistas colinérgicos deterioran la memoria mientras que los agonistas tienen
el efecto contrario(20) Los inhibidores de la colinesterasa bloquean esta enzima, que

descompone la acetilcolina en la hendidura sinaptica, potenciando la transmision colinérgica.

()

Hipodtesis oxidativa e hipotesis de la Cascada mitocondrial

El estrés oxidativo ha sido reconocido como un factor que contribuye en el

envejecimiento y en la progresion de multiples enfermedades neurodegenerativas incluyendo
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la EA. Un aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) asociadas con
la pérdida de la funcién mitocondrial, dependiente de la edad y la enfermedad, la homeostasis
metélica alterada, y la reduccion de la defensa antioxidante afectan directamente la actividad
sinaptica y la neurotransmision en las neuronas, lo que conduce a la disfuncién cognitiva

caracteristica en la EA.(21)

Cuando se genera un desequilibrio con los sistemas antioxidantes enddgenos, como
la superoxido dismutasa (SOD) o la catalasa, las ROS no pueden ser neutralizadas por lo que
se liberan y pueden causar un dafio a nivel sistémico, incluido un dafio neuronal, lo que va a
conllevar al desarrollo de la EA. El equilibrio entre la produccion de ROS vy la defensa
antioxidante es esencial para la funcion celular normal. Sin embargo, en EA, se altera la
actividad de las enzimas antioxidantes, contribuyendo asi a la acumulacion sin restricciones
de dafio oxidativo(21, 22) (Figura 2). Numerosos estudios han demostrado la disfuncion de
las mitocondrias como un factor importante implicado en la patogénesis de la EA, a través
de la produccién de ROS(23). Hay evidencia de que el dafio mitocondrial que resulta en una
mayor produccion de ROS contribuye a las primeras etapas de la EA antes de la aparicion de

los sintomas clinicos y la aparicion de la patologia AB(21). (22)
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Figura 2: Dafio producido por el estrés oxidativo en la neurona, especificamente a nivel de la conexion
sinaptica. Tomado de C. Dorado y Col., 2003
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La hipotesis de la cascada mitocondrial, postula que, en los casos de EA de origen
esporadico o idiopatico de aparicion tardia, la pérdida de la funcion mitocondrial asociada
con factores como la edad afecta el procesamiento de ABPP, lo que desencadenaria una
acumulacion de AP. Esto sumado a que la disfuncién mitocondrial ha sido bien documentada
en laEA(21), incluso llega a poner en duda la existencia de la cascada amiloide, ya que segun
esta hipotesis el origen de la acumulacion anormal de AP, que lleva a la acumulacion de las
placas amiloides, son defectos mitocondriales.(24) ademas, esta teoria también se sustenta
en que se ha encontrado cierta relacion entre las formas patolédgicas de la proteina Tau y la
disfuncion mitocondrial. (25)

El estrés oxidativo puede contribuir a la patogenia y progresion de la EA de diferentes
formas, de las cuales destacan 3 principales: 1) peroxidacién de macromolécula, 2) Potencial
redox de iones metalicos AP, 3) disfuncion mitocondrial. Todas estas formas de dafio
oxidativo tienen un efecto sobre la homeostasis celular, la generacion de ROS 'y la regulacién

de la formacion AP y p-tau.(26)

Otra de las formas en las que disfuncién mitocondrial puede llevar a la formacion de
ROS es la desregulacion que se produce en el metabolismo del hierro, metal de suma
importancia en procesos oxidativos como la respiracion celular, este metal mediante
reacciones como las de Fenton y Heber-Weiss, va a generar estas ROS que van a aumentar
el estrés oxidativo a nivel celular y aumentar el dafio celular que conlleva, acelerando de
cierta forma la neurodegeneracion en el transcurso de la EA. Ademas de que el hierro podria
jugar un papel en la formacion del péptido AP y potenciar su toxicidad, el dafio oxidativo
asociado con AP se debe mas bien a su alta afinidad por el hierro de union (y el cobre) y su
capacidad para reducir quimicamente ambos metales que conducen a la formacion catalitica

de perdxido de hidrogeno y posterior dafio oxidativo (27)
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El papel del estrés oxidativo en el dafio neuronal y consiguiente deterioro cognitivo,
tanto en los pacientes con EA como en otras demencias se puede evidenciar mediante la
medicién de los mecanismos antioxidantes propios del organismo, ya que se ha comprobado
una disminucion de estos mecanismos tanto en el desarrollo de la EA, como en el deterioro
cognitivo leve e incluso en el envejecimiento normal, donde a medida que aumenta la edad
va disminuyendo la capacidad antioxidante, esto se evidencia con que muchos estudios han
comparado la actividad antioxidantes de pacientes con la EA con individuos completamente
sanos. Siguiendo esta hipotesis algunos estudios han tenido resultados favorables al evaluar
sustancias basadas en fuertes antioxidantes en pacientes con la EA y deterioro cognitivo
leve.(28)

Con los diferentes estudios que se enfocan en esta hipotesis se ha logrado definir que
La disfuncidén mitocondria y el estrés oxidativo desempefian un papel fundamental tanto en
la aparicion de signos y sintomas como en la fisiopatologia.(29), pero no se le ha logrado
atribuir un papel etiolégico comprobable y/o exclusivo, y la terapia basada en mantener la
viabilidad mitocondrial y disminuir el estrés oxidativo, aunque ha tenido muchos estudios y
aun se estan desarrollando tratamientos, no ha tenido buen rendimiento en la regresion de la

enfermedad ni en la reduccién sintomatica.

Excitotoxicidad del glutamato.

La neurotransmision medida por glutamato, principalmente la mediada por los
receptores de N-metil-d-aspartato, tienen un rol neuroprotector, que se ha visto reflejado en
diferentes estudios, en donde se ha evidenciado que un blogqueo de la funcién de estos
receptores conduce a apoptosis. Esta neuroproteccién se produce debido a que esta via es
capaz de activar factores de transcripcion capaces de promover la supervivencia neuronal,
ademas de bloquear vias de apoptosis mediadas por caspasas u otras vias como PUMA. Pese
a este rol protector se ha evidenciado una sefializacion glutamatérgica excesiva conduce una
excitotoxicidad en la que las células nerviosas pueden resultar dafiadas o muertas, o tambien
puede resultar en un trauma como un accidente cerebrovascular. Una modesta
despolarizacion de la membrana postsinaptica, sumado a otros factores que suprimen el

bloqueo de Mg?* en los receptores, pueden activar los NMDAR de forma leve y cronica, lo
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que provoca el influjo prolongado de Ca?* en la neurona postsinaptica. El nivel patoldgico
de la sefalizacion de Ca?* conduce a la pérdida gradual de la funcién sinaptica y a la muerte
celular neuronal final, que se correlaciona clinicamente con la disminucion progresiva de la
cognicion / memoria y el desarrollo de la anatomia neural patologica observada en pacientes
con EA.(30)

Déficit de vitamina B5

La vitamina B5 juega un rol muy importante en el metabolismo de muchos 6rganos
y/o sistemas de gran importancia para el correcto funcionamiento del organismo, ya que es
precursora de la acetil-coenzima A, que también es el precursor de acetilcolina, y los grupos
compuestos grasos-acilo que regulan la funcion aislante vital de la mielina, en la EA tanto el
neurotransmisor como la mielina se encuentran deteriorados, ya sea en funcion o en cantidad.
Por otra parte, en la EA se evidencia un déficit de vitamina B5, el cual se ve aumentado en
las zonas més dafiadas con el desarrollo de la enfermedad, es decir que sufren un deterioro
cerebral agudo, estas zonas comprenden la circunvolucién temporal media, la corteza
entorrinal y el hipocampo. Estudios han concluido que la deficiencia cerebral de vitamina B5
podria causar neurodegeneracion y demencia en la EA, que podria ser prevenible, o incluso
reversible en sus etapas iniciales, mediante el tratamiento con dosis orales de vitamina B5

suficientes para normalizar los niveles cerebrales.(12, 31)

Neuroinflamacion

LA neuroinflamacion como etiopatogenia de la EA, es controversial de cierto modo
ya que si bien, existe un aumento de citoquinas proinflamatorias a medida que progresa la
enfermedad y se producen los agregados AP, Se ha observado que la expresion de genes
proinflamatorios puede inducirse debido a la unién de AP a la superficie de la célula
microglial y esto puede causar un aumento de las citocinas proinflamatorias, por ejemplo,
IL-18, TNF-a, IL-6, IL- 1B, que ademds puede causar hiperfosforilacion de tau y pérdida
neuronal. En el cerebro de los pacientes con EA, se ha encontrado que la expresion inicial de

citocinas proinflamatorias por células no neuronales, por ejemplo, las células endoteliales,
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tiene una contribucion significativa al desarrollo de la EA. Ademas, se ha encontrado que la
microcirculacion cerebral podria desempefiar un papel esencial en las citocinas
proinflamatorias en el medio del cerebro de las personas con EA y también podria participar

en la neurodegeneracion.(32)

Tratamientos para la enfermedad de Alzheimer

Tomando en cuenta todas las hip6tesis que buscan explicar le etiologia y desarrollo
de la EA, se han ido investigando diferentes farmacos para el tratamiento de la EA, sin
embargo, aln no se ha determinado alguna cura o una regresion en la enfermedad, ya que los
tratamientos existentes solo logran frenar el deterioro cognitivo y no pararlo ni revertirlo. En
la actualidad no existe una prevencion eficaz, ni un tratamiento etiopatogénico que cure o
detenga la enfermedad; hoy disponemos de tratamientos sintomaticos modestamente
efectivos, para mejorar la cognicion y las alteraciones conductuales con la finalidad de

mantener la funcion(33).

Actualmente no existe un tratamiento causal aprobado para EA, Sin embargo, si se
dispone de algunos farmacos que pueden retrasar, en determinadas etapas de la enfermedad,
la progresion de la patologia. Avances relacionados con el tratamiento de la EA incluyen
control del estrés oxidativo, inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE), agonistas
muscarinicos y nicotinicos, factores de crecimiento nervioso (NGF), antiinflamatorios y

compuestos que impiden la formacion y deposicion de AB.(34)

Para preservar la cantidad de acetilcolina (ACh), se ha venido tratando a los pacientes desde
hace mas de diez afios con inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE), que frenan las
alteraciones en los primeros estadios de la enfermedad. Sin embargo, estos farmacos pierden
su efectividad una vez que han degenerado las neuronas colinérgicas (35). Dentro de los
farmacos existentes los que han mostrado mejores resultados en retrasar, cierta manera, la
progresion de la EA, son los inhibidores de la AChE, los cuales son recomendados como

tratamiento de primera eleccion para la EA(36) y son los que hasta ahora han sido aprobados
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por diferentes entidades tanto las Guias de Practica Clinica de la Academia Americana de
Neurologia como del Centro de Excelencia del Reino Unido sugieren el uso de inhibidores
de AChE como tratamiento estandar de la EA(36, 37)

Durante los ultimos afios varios farmacos se han desarrollado y lanzado al mercado,
principalmente los inhibidores de AChE indicados para el tratamiento de la EA leve a
moderada, tales como galantamina, donepezilo, tacrina, rivastigmina y méas recientemente,
la memantina, (Figura 3) que ha sido aprobada para el tratamiento de la EA de moderada a
grave. Pero ninguno de estos medicamentos ha detenido la enfermedad como tal, por tanto,
hasta ahora no existe un tratamiento efectivo para combatirla; Por tal razon, es de vital
importancia generar inhibidores selectivos para el tratamiento de dicha enfermedad,

mediante la sintesis de nuevas moléculas y derivados con alto potencial bioactivo.

NH,
CCO
=
N

3. Tacrina

5. Rivastigmina

4. Memantina

Figura 3: Principales farmacos para el tratamiento de la EA, que han sido aprobados y

usados en las etapas sintomaticas, Elaborado con ChemDraw drawing.
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Blancos terapéuticos de la enfermedad de Alzheimer

A lo largo de los afios, desde que se conoce la EA, han surgido las hipotesis que se
describieron anteriormente, la que a su vez dan como resultados estudios farmacologicos que
han tratado de buscar tratamiento definitivo que cure la EA o frene completamente el avance
de esta, estos estudios han encontrado diferentes moléculas que de alguna manera participan
en el desarrollo y progresion de la EA, por lo que representarian un blanco terapéutico para
focalizar los ensayos clinicos de ciertos farmacos, algunas de estas moléculas también pueden
representar biomarcadores tempranos de la EA, haciendo posible un tratamiento previo a la

sintomatologia. Estas moléculas se detallan en la Tabla 1

Tabla 1: Moléculas que servirian como blanco terapéuticos para la EA. Tomad y adaptado

de Srivastaba y col.(12)

Nombre de la proteina

Ciclooxigenasa-1 (COX-1)

TDP-43

N-metil- D- aspartato (NMDA)
Glucdgeno-sintasa-quinasa-3p (GSK-3p)
Oxido nitrico sintasa (NOS)
Fosfodiesterasa-5 (PD-5)

Acetilcolinesterasa (AChE)

Enzima convertidora de angiotensina (ACE)

c-Jun quinasa N-terminal (JNK)

Ciclooxigenasa-2 (COX-2)
Butirilcolinesterasa (BuChE)

Enzima 1 de escision de la proteina precursora de amiloide del sitio f (BACE1)
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Enzimas Colinesterasas: Blanco terapéutico para la Enfermedad de Alzheimer

La AChE es una enzima del grupo de las hidrolasas (EC. 3.1.1.7) que esté presente
principalmente en los vertebrados, incluyendo a los seres humanos, asi como también en
invertebrados, como los insectos. Esta localizada en el sistema nervioso y los muasculos, y es
la responsable de la regulacién de la concentracion de ACh, neurotransmisor involucrado en
la sinapsis colinérgica en el sistema nervioso, permitiendo la transmision de la sefial nerviosa

en el sistema nervioso central y periférico.(38)

La acetilcolinesterasa (AChE) obtenida de la anguila eléctrica (Electrophorus
electricus) ha sido caracterizada en cuanto a su estructura, y se ha encontrado que esta
presenta varias zonas que participan en la hidrolisis de la ACh. El mas importante es el sitio
activo, también conocido como “sitio esteratico”, que esta constituido por tres residuos
aminoacidicos: Ser 200, His 440 y Glu 327 (Figura 4). La orientacion que adquiere el
neurotransmisor en el proceso de hidrdlisis se debe al subsitio aniénico, dado por los residuos
de Trp 84, Tyr 121 y Phe330. Esta orientacion facilita la hidrélisis de la ACh en colina y
acetato. Adicionalmente, esta enzima posee otros dos sitios que son importantes en la
interaccién del neurotransmisor con el sitio activo de la enzima, la cavidad aromatica y el
sitio periférico anionico (Figura 5). La cavidad aromatica abarca una gran cantidad de
residuos aromaticos encargados de las interacciones m- cation de la parte del amonio
cuaternario de la ACh y estos residuos aromaticos del sitio activo. El sitio periférico aniénico
aisla la cavidad aromatica de la superficie externa de la enzima, ademas participa en
funciones no cataliticas, como la adhesion a membranas, la diferenciacion de células, etc.
(39)
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» Subsitio Catalitico Periférico
Tyr 70, Asp 72, Tyr 121, Trp 279, Tyr 334
Diferenciacion de sustrato

L..PAS

» Subsitio Anidnico
Trp 84, Tyr 121 y Phe 330

Orientacion del Sustrato

catalytic
site

» Subsitio Estearico
Ser 200, His 440y Glu 327

Figura 4: Diferentes subsitios presentes en la cavidad del sitio activo de la enzima

acetilcolinesterasa.
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Figura 5: Disposicion de la acetilcolina en el sitio activo de la enzima, en donde ocurre la

hidrélisis del neurotransmisor. Elaborado a partir de ChemDraw drawing
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Los inhibidores de AChE (AChEI) envuelven a un gran nimero de compuestos con

estructuras muy variadas, que alteran la sinapsis colinérgica.(40) Estos compuestos

interactian de maneras diferentes con la cavidad del sitio activo de la enzima, y en funcion

de ellos se clasifican en tres grupos(41):

Compuestos que interactian con el sitio activo: La interaccion de este tipo de
inhibidores se da con la triada presente en el sitio activo, principalmente con el
residuo serina, mediante la formacion de ésteres estables que inactivan el sitio activo.
Esta caracteristica es comun en compuestos usados como toxinas, pesticidas y
agentes nerviosos, por ejemplo, las armas quimicas. No obstante, en algunos casos
también son usados como medicamentos, los cuales suelen ser carbamatos y
organofosforado(42). En general estos compuestos son nocivos, toxicos inclusive
fatales por la formacion de uniones covalentes con la serina, ocasionando pérdida
parcial o completa de la actividad enzimatica. Un ejemplo atipico de este grupo es la
galantamina(Figura 5), aislada de la planta denominada gota de nieve (Galanthus
woronowii, Amaryllidaceae)(42, 43), la cual interactia no solo con el sitio activo
sino también con la cavidad aromatica, de manera reversible, por lo que es usada

como medicamento en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. (41)

Compuestos que interacttan con la cavidad aromatica: En general este tipo de
compuestos interactan también con el sitio activo. No obstante la cavidad aromatica
no es un blanco terapéutico para inhibidores de colinesterasas; sin embargo,
compuestos como la galantamina y el decametonio (obtenido por sintesis) (Figura 6)
presentan interacciones con esta cavidad y son usados como medicamentos, (41) este

ultimo como agente anestésico para inducir paralisis muscular.(44)

26



\ /

+Z—
Z%
/' \

Galantamina Decamethonium

Figura 6: Inhibidores Colinérgicos que interactian con la cavidad aromética de la enzima

acetilcolinesterasa. Elaborado con ChemDraw drawing

Compuestos que interactian con el subsitio periférico anidnico: Es uno de los
principales blancos que se estudian para la bdsqueda y disefio de medicamentos
contra la EA, debido a que la formacién de placas amiloides en las redes neuronales
(una de las caracteristicas de la EA) puede ser aceleradas por la interaccién con el
subsitio periférico anionico. Asi, si un compuesto interacta con este sitio aniénico,
las placas amiloides no interactuarian con él. No obstante, la formacion de estas
placas es s6lo una de las posibles causas de la enfermedad, ya que el cuadro
patoldgico dela EA es muy complejo y aun no se entiende del todo, por lo que esta
aproximacion no se podria considerar como una cura. Entre los compuestos AChEI
que interactian con este subsitio se destacan la huperzina A (aislada de Huperzia
serrata(45)) y el donepezil (Figura 7) (como mezcla racémica), que son
comercializados para el tratamiento de la AD, siendo la primera ademas de muy
potente como inhibidora de la AChE una molécula segura pues presenta pocos efectos

secundarios Figura 6, a diferencia de los otros inhibidores de AChE.(39)

e O
NH O
NH2_ \O

Huperzina A Donepezilo

Figura 7:Ejemplo de compuestos que interactian con el subsitio periférico anionico.

Elaborado con ChemDraw drawing.
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Las quinolinas y sus derivados reducidos, Tetrahidroquinolinas (THQ), son
heterociclos aromaticos, compuestos por un anillo bencénico y uno de piridina. Los
compuestos quinolinicos son reconocidos por diversas actividades bioldgicas, por lo tanto,
se le asocian aplicaciones industriales y en la quimica medicinal. Los compuestos
quinolinicos en el ambito medicinal, tienen diversas propiedades farmacoldgicas puesto que
actian frente a diferentes blancos terapéuticos, tales como: antiparasitarios contra
Plasmodium falciparum, causante de la malaria(46), anticancerigeno, por ejemplo frente a
cancer de mama(47), anti-bacterianos(48), anti-fingicos (49)y anti-Leishmania(50), entre

otras.

Las Quinolinas y THQs cominmente son encontradas en productos naturales. Uno de
los primeros hitos dentro de la quimica y la medicina fue el aislamiento de Quinina y su
exitoso tratamiento contra la malaria en el siglo XVI1(51). Otros ejemplos de quinolinas
naturales son las que se obtienen de la familia de plantas Rutaceae, especificamente de sus
especies Zanthoxylum wutaiense y Lunasia amara, las que podrian ser posibles tratamientos

para tuberculosis.(52).

El nicleo de las THQs, ya sean sintéticas o naturales, ha sido ampliamente estudiado
por sus propiedades en la quimica medicinal. Diversas THQs han sido encontradas con
funcion sobre targets en los que acttan las terapias antirretrovirales contra el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH), como por ejemplo actdan como inhibidores alostéricos
en la Transcriptasa Reversa del virus (53) y segun otros reportes derivados de THQs actian
como antagonistas de CXCR4, proteina correceptora del virus VIH ubicada en la membrana
de células, como los Linfocitos T CD4+(54). Otras actividades mostradas en trabajos de
sintesis de THQs, muestran que estas, agregandole residuos tipo sulfonamidas, claramente
tienen una significativa actividad anticancerigena, actuando sobre la enzima anhidrasa

carbdnica, enzima importante en la regulacion del cancer, pues si se inhibe se reducen los
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niveles de bicarbonato intracelular y no hay produccion de nuevos nucleotidos para sintetizar

ADN vy de algunos lipidos de membrana para las nuevas células cancerigenas(55).

Algunas THQs obtenidas sintéticamente han mostrado actividad inhibidora de
enzimas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas como es el caso colinesterasas
involucradas en la EA (56)Las THQs pueden ser consideradas moléculas de mdltiples
funciones y usos farmacoldgicos ya que han mostrado actividad captadora de radicales libres
lo cual disminuye el estrés oxidativo involucrado en gran parte de las patologias que afectan
a la humanidad.(57)

Obtencion de quinolinas y tetrahidroquinolinas

Origen natural

Las Quinolinas y THQs comUnmente son encontradas en productos naturales. Uno de
los primeros hitos dentro de la quimica y la medicina fue el aislamiento de Quinina y su
exitoso tratamiento contra la malaria en el siglo XV1I(51). Otros ejemplos de quinolinas
naturales son las que se obtienen de la familia de plantas Rutaceae, especificamente de sus
especies Zanthoxylum wutaiense y Lunasia amara, las que podrian ser posibles tratamientos
para tuberculosis.(52). Aparte de las antes mencionadas, durante los Gltimos afios se han
asilado varios de estos compuestos a partir de diversas fuentes naturales, de los que se han
obtenido varios esqueletos de quinolina que sirven de base para sintetizar compuestos que
han demostrado un prometedor potencial farmacolégico, convirtiéndose, algunos de ellos,
tratamientos de algunas patologias para las cuales presentan un gran rendimiento, dentro de

estos se pueden mencionar algunas como las que se muestran en la Tabla 2
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Tabla 2: Quinolinas y/o compuestos derivados de ellas, de origen natural, que han
demostrado tener un buen potencial farmacoldgico. Tomado y adaptado de Matada y col (58)

Compuesto

Criptoleptina

Camptotecina

Alcaloides de Cinchona

Berbina

Graveolina
4-methoxy-2-
fenilquinolina
kokusagina
Dictanina
y-fagarina
Queleritrina

Quelidonina

Vasicina
Vasicinona
Equinopsina

equinorina

Origen
Cryptolepis sp.

Campthotheca
acuminata

Cinchona sp.

Berberis aristata

lunasiaamara

Zanthoxylumwutaiense

Chelidonium majus

Peganum harmala

Echinops albicaulis

Aplicacion farmacoldgica
Antipaltdico

Citotoxico: intercalador de ADN
Anticancerigeno (inhibicion de la
topoisomerasa)

Dependiendo  del tipo de
compuesto  tiene  diferentes
funcione. La mas conocida es la
quinina, tratamiento de primera
eleccion para varias
enfermedades parasitaria.
Actividad antimicrobiana contra
Helicobacter pylori resistente a
los medicamentos aislado de
pacientes con ERGE del norte de

la India.
Actividad antimicrobiana
significativa contra M.

tuberculosis.

Actividad antituberculosa
moderada.

Actividad antimicrobiana y una
fuerte  actividad antifangica
contra C. Albicans.

Actividad broncodilatadora 'y
antianafiléctica

Actividad antioxidante

significativa.
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Origen sintético

Durante el desarrollo de la sintesis organica han aparecido un sinnimero de
estrategias para la obtencion de compuestos quinolinicos debido a su gran interés
farmacoldgico. Un método clasico muy utilizado ha sido la reaccion de Friedlander que data
del 1882 y aun es ampliamente empleada, la cual consiste en la condensacion de orto-
aminoaril aldehidos o cetonas y una cetona con un grupo a-metileno en presencia de una
base(59). De igual forma la reaccion de Pfitzinger y la reaccion de Niementowski se
relacionan directamente con la sintesis de Friedldnder, obteniendo acido 4-

quinolincarboxilico y 4-hidroxiquinolina respectivamente. (Figura 8)

OH
X Rz X Rz
— ~
N~ "R, N~ "Ry

Figura 8: Productos de la reaccion de Pfitzinger y la reaccion de Niementowski. Elaborado

con ChemDraw drawing.

Otro de los métodos clasicos para la preparacion de quinolinas es la sintesis de Skraup
la cual consiste en el calentamiento de anilinas en presencia de acido sulfurico y glicerol, asi
como también un agente oxidante. Esta reaccion debe ser realizada con mucho cuidado

debido a que tiende a ser violenta (60).

Una estrategia también muy utilizada que conlleva a una condensacion intramolecular
catalizada en medio basico de acilaminoacetofenonas para obtener hidroxiquinolinas es la

reaccion de Camps. Esta reaccion ofrece la opcion de adicionar una alta variedad de
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sustituyentes por la cual se pueden obtener multiples compuestos con diversidad estructural.

(Figura 9)
o)
OH
_n .
NH Pz
Ri R WRe N” oH
1
o)\

R,

Figura 9: esquema general de sintesis de Camps. Elaborado a partir de ChemDraw drawing.

Por medio de una reduccion de los compuestos obtenidos a partir de los

procedimientos antes mencionados se obtienen los andlogos THQS. (Figura 10)

R2 R2
R
X N 3
—
R, N Ry Ry N R

Figura 10:Esquema general de reduccion de quinolinas a THQs por hidrogenacion catalitica.
Elaborado con ChemDraw drawing.

A su vez las THQs también pueden ser obtenidas por métodos directos, ya sean
rearreglos estructurales, reacciones de condensacién intramoleculares o una de las mas
populares, reacciones tricomponentes, las cuales son un proceso en el que tres 0 mas
precursores reaccionan a traves de un mecanismo unificado formando un producto final(61).
Dentro de las reacciones tricomponentes podemos encontrar la reaccién Aza Diels-Alder
también conocida como imino Diels-Alder o reaccion de Povarov, haciendo honor a su
artifice (REF). La reaccion de Povarov involucra la condensacion de aldehidos, anilinas y

alquenos ricos en electrones generando asi el esqueleto de THQ con amplios puntos de
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diversificacion estructural. Esta reaccion envuelve una cicloadicién tipo Diels-Alder (4n +

2m), y como se incluye un heteroatomo, en este caso nitrégeno, se denomina aza o imino

Diels-Alder (iDA). (62)

Propiedad antioxidante de Heterociclos de Tetrahidroquinolinas

La capacidad antioxidante o antirradical se puede manifestar de diferentes maneras,
al unir radicales para formar compuestos mas estables o al quelatar metales redox activos en
las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, 0 como una capacidad de afectar las enzimas

antioxidantes.(63)

Como las quinolinas y sus derivados THQs han tenido un papel importante en el
desarrollo farmacolégico, como se ha mencionado anteriormente, se han estudiado maltiples
propiedades y/o efectos una de gran importancia es la capacidad antioxidante, donde varios
estudios han demostrado una capacidad de captura de radicales, evidenciando que esta
capacidad puede aumentar o disminuir dependiendo del patrén de sustitucion de los
heterociclos. (63-65)
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IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

“Tetrahidroquinolinas de origen sintético muestran actividad biologica frente a blancos
terapéuticos involucrados en la enfermedad de Alzheimer lo que se puede demostrar

mediante estudios in vitro e in silico.

OBJETIVO GENERAL

Seleccionar una serie de tetrahidroguinolinas sintéticas, ya sintetizadas, con diferente patron
de sustitucién y evaluar su posible accion como agentes inhibidores acetilcolinesterasa
(AchE) y butirilcolinesterasa (BuChE), su potencial farmacol6gico y su poder antioxidante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar in vitro las Tetrahidroguinolinas como inhibidores de colinesterasas (acetil y
butiril)

2. Evaluar el potencial in vitro antioxidante de las Tetrahidroquinolinas de origen
sintético (DPPH, ABTS)

3. Evaluarinsilico las propiedades ADME de las Tetrahidroguinolinas sintéticas (Osiris

y Molinspiration,).
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V. MATERIALES Y METODOS

Moléculas a evaluar

Las moléculas que seran evaluadas en este estudio son compuestos que ya se han
sintetizado y purificado previamente en el marco del proyecto FONDECYT 1200531. Las
estructuras fueron dibujadas en el programa CHEMDRAW Proffesional, desde donde se
obtuvo en nombre segun las reglas IUPAC de nomenclatura de compuestos organicos, asi
como la informacion en relacién con su formula molecular, masa exacta, masa molecular,

patron de fragmentacion de masa y analisis elemental.

Inhibicién enzimatica

La capacidad de inhibir las enzimas colinesterasas se fundamenta en un método
colorimétrico modificado del usado por Ellman et al., (1961)(66) el cual se basa en el
incremento de color producido por la tiocolina, procedente de la hidrdlisis de la acetilcolina,
cuando esta reacciona con el ion ditiobisnitrobenzoato para formar el anion del &cido
tiobisnitrobenzdico que es de color amarillo, por lo tanto si la enzima es inhibida se ve una
disminucion en la coloracion amarilla respecto del control, el cual es cuantificable
espectrofotométricamente.(Figura 11)

Ho0 + {CHz)sN*CHoCH,-5-CO-CHg
Acetilcolina

v

{CHz)sN*CHCHp-S™ + CHzCOO™ + 2H*

Tiocolina Acetato

(CHz)sN* CHaCHp=5"  + OpN — —s -
Tiocolina >
coo- Coo-
Ditiobisnitrobenzoato

(CHs)sw"CHQCHz—s—s—Q—Noz + DzN—:/ /—S'

coo- coo-

_/\
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Figura 11: Reaccién quimica de la inhibicién de colinesterasa por colorimetria. Elaborado

con ChemDraw

El ensayo para medir la actividad inhibitoria de las enzima colinesterasas
(AChE/BUChE) de los compuestos sintetizados es adaptado del método descrito por Ellman
en 1961 y adaptado a placas de 96 pocillos.(67) La actividad enzimatica se determina
mediante la lectura espectrofométrica a 405 nm de la mezcla realizada entre la muestra
(diluciones seriadas en tampon PBS), enzima AChE/BUChE (0,25 U/mL en tampdn fosfato)
y PBS (8 mM K;HPOys, 2,3 mM NaH2PO4, 0,15 M NaCl, 0,05 % Tween 20, pH 7,6). La
microplaca es incubada por 30 minutos a temperatura ambiente y luego se afiade a cada
pocillo una solucion de sustrato (0,04 M NaH2PO4 x H,0, 0,2 mM Acido 5,5 -ditiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB), 0,24 mM loduro de acetilcolina/loduro de butirilcolina en agua
destilada, pH 7,5). Los compuestos seran evaluados a partir de 500 pg/mL. Los resultados se
reportan en tablas mostrando el porcentaje de inhibicidn y se comparan con el inhibidor de
referencia . Como inhibidor de referencia se utilizara el alcaloide galantamina. El protocolo
de trabajo con los respectivos volumenes a utilizar se describen en la tabla 3

Tabla 3 Protocolo del ensayo de microdilucion para determinar actividad inhibitoria de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE/BUChE). El volumen final de cada pocillo sera de 200

ML.

Reactivo Muestra  Blanco de Muestra Control Blanco
PBS - 50ul 50ul 100l
Compuesto 50ul 50ul - -
Enzima 50ul - 50pl -

Incubacion 30 minutos a T° ambiente
Sustrato 100ul 100ul 100yl 100yl
Incubacién 3-5 minutos a T° ambiente

Lectura de Absorbancia a 405 nm
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Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de las THQs sintéticas se determind mediante lecturas
espectrofotométricas midiendo la capacidad de cada compuesto para atrapar el radical libre
dado (DPPH, ABTS), en cada caso las muestras se llevaron en duplicado y para cada gradilla

procesada se prepard un control.

Atrapamiento del radical DPPH

La técnica del atrapamiento del radical DPPH se determiné espectrofotmeétricamente
evaluando la capacidad que presenta cada compuesto sintetizado para decolorar una solucién
metanolica de radical libre 1,1-difenil-2-picril hidracil (DPPHe, C18H12N50s), que en su
forma radical tiene color purpura con una absorbancia maxima de 517 nm (Figura 12).
Cuando una disolucion de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar una
atomo de hidrégeno o con otra especie radical, se produce la forma reducida DPPH-H con la
consecuente pérdida del color y por lo tanto la pérdida de la absorbancia. Este ensayo se
realiza segun el protocolo descrito por Brand-Williams et al., 1995, y Molyneux, 2004; 0,75
mL del muestra (en las concentraciones de 100, 50 y 10 pug/mL) disuelto en H2O destilada se
agrega a una solucion metanolica de DPPH+(0.2mg/L) (1,5 mL), empleando como control
una mezcla de agua y la solucidon radicalaria en iguales proporciones que las muestras a
evaluar. (68, 69)

02N OZN
A
N—N- NO, | + AOX ——> N—N NO, + AOX
O o ax
DPPH radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH

intense purple color

Figura 12: Reaccion de atrapamiento del radical DPPH. Tomada y adaptada de de
BECKER, Magda M. y col. 2019(1)
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Luego de realizar las mezclas de reaccion, se deja incubar a temperatura ambiente
durante 10 minutos. La absorbancia de la solucion del radical estable en presencia de la
muestra (Am) es medida en un espectrofotometro a 517 nm. Los porcentajes de inhibicion
(PI) de la absorcion del DPPHe producidos por las muestras son calculados en relacion con
la absorbancia de la muestra blanco (Ab, con H20 destilada) usando la siguiente ecuacion
(Figura 13):

= 1 - (Abs muestra — Abs blanco muestra) | x 100

Abs control

Figura 13: Férmula para expresar el porcentaje de atrapamiento o decoloracién. elaboracion

propia
La Clso es calculada mediante curvas dosis respuesta a partir de los valores de % de
decoloracién obtenidos.

Para cada muestra a ensayar es necesario llevar un blanco que permita restar la

coloracion de la muestra si la presentase, el protocolo se resume en la Tabla 3.

Tabla 3: Protocolo de trabajo con VVolimenes expresados en mL, volumen final del ensayo
2.25 mL.

Muestra (mL)  Blanco Muestra (mL) Control(mL)
Muestra 0.75 0.75 -
DPPH 15 - 15
Agua destilada - - 0.75
Metanol - 1.5 -
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Atrapamiento del radical ABTS

1. Preparacion del Radical ABTS

En primer lugar, se preparo la solucion del radical ABTS, mezclando 77,6 mg de ABTS*+
20ml de agua destilada y 13,2 mg de persulfato de potasio (K2S20s). Esta mezcla se incubd

de 12 a 16 horas en oscuridad, cubierta con papel aluminio, a temperatura ambiente. (70)

Una vez terminada la incubacion se procedio a diluir la muestra en etanol hasta que la
solucion resultante tuviese una absorbancia aproximada de 0,7 a una longitud de onda de 732

nm.
2. Cuantificacion del porcentaje de atrapamiento.

Para la preparacion de cada una de las muestras en estudio, se pesaron 3mg de cada una
de ellas y se completd a un volumen final de 1ml, obteniéndose una concentracién final de

300mg /ml para cada una de las muestras.

Una vez realizado el pesaje y la posterior dilucion se procedio a calcular el volumen
necesario de cada una de las soluciones, para llegar a las concentraciones de 100, 10 y 50

mg/ml, teniendo como volumen final del tubo 3 ml.

Se procesaron las muestras en duplicado donde se tenia un tubo para cada una de las
concentraciones que se nombraron anteriormente, ademas se trabajé con un blanco de
muestra para cada uno de ellos. A cada uno de los tubos se les agregd la muestra en estudio,
se completd con una solucion de etanol-agua 1:1 hasta completar un volumen de muestra de
0,1ml, luego se adicionaron 2ml de la solucién Radical ABTS (exceptuando los blancos).
Para cada gradilla se trabajé un control el cual no contenia la muestra. El detalle de los

volimenes se puede ver en la Tabla 4
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Tabla 4: protocolo de trabajo para determinar el porcentaje de atrapamiento del radical
ABTS, con un volumen final de 3ml. este protocolo se aplic6 en duplicado para cada una de
las muestras descritas en la Tabla 5y se midi6 su absorbancia a 732 nm

Muestra (mL) Blanco Muestra (mL)  Control(mL)

Muestra 1 1 -
ABTS 2 - 2
Mezcla Etanol-Agua 1:1 - 2 1

Una vez completados los volimenes, se incub6 cada una de las gradillas a temperatura
ambiente por 30 minutos en oscuridad y luego se procedi6 a medir la absorbancia a 732nm.
La Figura 14 muestra la reaccién de atrapamiento del radical y el cambio de color que debiera

observarse en una reaccion positiva.

L, S SO; _ S SO;3
O3S\C@:{?=N'N=<}\Ij©/ +AOX—> O3S\©[Ii>=NN=<}\'j©/ +AOX'

HyCs HyCs
CoHs CoHs

ABTS radical (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ABTS
blue green color

Figura 14: reaccion de atrapamiento del radical ABTS, indicando el color original y el que
se deberia tornar en caso de un correcto atrapamiento. Tomada y adaptada de de BECKER,
Magda M. y col. 2019(1)

Las tablas obtenidas se hicieron mediante el programa Microsoft Excel, y lo graficos fueron

creados con el programa Graphpad Prism.
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Andlisis in Silico

Reglas de Lipinski y Veber en el disefio de los compuestos con actividad bioldgica.

La regla de los 5 (regla de Lipinski), junto con las reglas de Veber son de las mas
utilizadas para el disefio racional de nuevas moléculas, asi como su prediccion para una buena
permeabilidad celular y por ende una absorcién adecuada, ya que mantienen los compuestos
propiedades estructurales similares a farmacos. Para la regla de Lipinski y Veber, la molécula
no debe presentar mas de dos violaciones a los siguientes criterios, ya que podrian tener

problemas de absorcion, permeabilidad y biodisponibilidad, estas reglas son:
Regla de Lipinski (71)
- Peso molecular inferior a 500 g/mol.

- Numero de donadores de puentes de hidrégeno menor a 5, expresado sobre la misma

molécula.

- Nudmero de aceptores de puentes de hidrégeno menor a 10 (2 X 5), expresado sobre la

misma molécula.
- Coeficiente de particion (LogP) menor a 5.
Regla de Veber (72)
e < 10 enlaces rotables (flexibilidad molecular).
e < 140 A2 de érea polar superficial (APS).
¢< 12 puentes de hidrogenos totales (aceptores y donadores).

Para obtener esta informacion, se uso el servidor computacional Molinspiration

Cheminformatics  (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties) que permite

calcular las reglas antes mencionadas, asi de igual forma indica el nimero de violaciones a
dichas reglas, mientras que para determinar toxicidad de los compuestos se evalla el

servidor computacional Osiris (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/), ambos

softwares disponibles de manera gratuita.
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Los posibles target sobre los cuales pueden actuar los compuestos serd determinado
mediante  la  aplicacion  del  software = Swiss  target  prediction.  (
http://www.swisstargetprediction.ch/) disponible de manera gratuita.

VI. RESULTADOS

Se trabajo con seis compuestos derivados de THQs con diferente patron de sustitucion
obtenidos mediante sintesis organica en el marco del Proyecto FONDECYT 1200531. Los
compuestos se muestran en la, donde se expone su estructura quimica y se incluyen algunas
de sus caracteristicas, considerando que la principal diferencia entre ellas es el sustituyente

quimico presente en el anillo aromatico.

Tabla 5: Moléculas derivadas de THQS con diferente patrén de sustitucion y sus respectivos
nombres, formula quimica, estructura quimica y masa. sintetizadas en el marco del proyecto
FONDECYT 1200531.

1-(6-ethyl-1-(prop-2-yn-1-1-y1)-
1,2,3,4-tetrahydroquinolin-4-
o yl)pyrrolidin-2-one

N

Formula Molecular: C1s H22 N2 O

Masa exacta: 282.17

Peso molecular: 282.39

m/z: 282.17 (100%), 283.18 (19.5%), 284.18
N (1.8%)

Andlisis elemental: C, 76.56; H,7.85; N, 9.92;
0,5.67
A X

4
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Cl

)

o

1-(6-Chloro-1-(prop-2-yn-1-y1)-1,2,3,4-
tetrahydroquinolin-4-yl)pyrrolidin-2-one

Formula Molecular: C16H17CIN2O

Masa exacta: 288.78g

Peso Molecular: 288.78g /mol

m/z: 288.10 (100%), 290.10 (32-0%), 289.11
(17.3%), 291.10 (5.5%), 290.11 (1.4%).
Anélisis elemental: C, 66.55; H, 59.93;
Cl,12.28; N, 9.70; O, 5.54.

g ara

1-(6-fluoro-1-(prop-2-yn-1-yl)-1,2,3,4-
tetrahydroquinolin-4-yl)pyrrolidin-2-one
Formula Molecular: C1s H17FN20
Masa exacta: 272.13g
Peso molecular :272.32 g/mol
m/z: 272.13 (100%), 273.14 (17.3%), 274.14
(1.4%)
Anélisis elemental: C,70.57; H, 6.29; F, 6.98;
N, 10.29; O, 5.88

Br

o

gﬁi/

/

1-(6-bromo-1-(prop-2-yn-1-yl)-1,2,3,4-
tetrahydroquinolin-4-yl)pyroolidin-2-one

Formula Molecular: C16H17BrN20

Masa exacta: 332.05g

Peso molecular: 333.23 g/mol

m/z: 332.05 (100%), 334.05 (97.3%), 335.05
(16.8%), 333.06 (16.2%), 334.06 (1.4%),
336.06 (1.2%). 333.06 (1.1%)

Analisis elemental: C, 57.67; H, 5.14; Br,
23.98; N, 8.41; O, 4.80
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1-(6-methyl-1-(prop-2-yn-1-yl)-1,2,3,4-
tetrahydroquinolin-4-yl)pyrrolidin-2-one

Formula Molecular: C17H20N20

Masa exacta 268.169

Peso molecular 268.36 g/mol

m/z: 268.16 (100%), 269.16 (18.4%), 270.16

H3C\©5]
(1.6%)

&O
N
N
Andlisis elemental: C, 76.09; H, 7.52; N,
10.44; O, 5.96
E %
&O
N
N

Formula Molecular: C17H20N202

Masa exacta: 284.159

Peso molecular 284.36 g/mol

m/z: 284.15 (100%), 285.26 (18.4%). 286.16
(1.6%)

Anélisis elemental: C, 71.81; H, 7.09; N,
9.85; O, 11.25.

1-(6-methoxy-1-(prop-2-yn-1-yl)-1,2,3,4-
H3CO\©5?|

tetrahydroquinolin-4-yl)pyrrolidin-2-one

Determinacion de la capacidad antioxidante

Porcentaje de atrapamiento del radical DPPH

Las muestras observabas en la tabla 3 se sometieron a los ensayos in vitro, descritos
anteriormente, para medir el porcentaje de atrapamiento del radical DPPH, se midid la
absorbancia de cada uno de los tubos a una longitud de onda de 517nm en el equipo
Spectroquant ® Pharo 300 y a partir de este dato se calcul6 el porcentaje de atrapamiento
usando la formula que se ve en la figura 13, obteniéndose los resultados que se muestran en
la Tabla 6 y Figura 15. Como referencia se utilizo &cido ascorbico, el cual presento un valor
de ICso de 1+0.3 pg/mL
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Tabla 6: Porcentaje de atrapamiento del radical DPPH de las muestras analizadas, expresado

en porcentaje (%)

Muestra

A

m m O O W

Concentracion

100 pg/mL 50 pg/mL 10 pg/mL
26.48 % 9.69% 3.74%
23.86 % 7.47% 5.66%
11.20 % 3.86% 0.00%
24.00 % 20.09% 0.59%

9.88 % 3.61% 0.00%
22.70 % 13.95% 6.26%

30—

20

10

% de atrapamiento

B

Porcentaje de atrpamiento de radical DPPH

=3 100 pg/ml
mEm 50 pug/ml
B 10 pg/ml

C D E F

Muestras analizadas

Figura 15: Porcentaje de atrapamiento del radical DPPH de cada uno de los compuestos

analizados en las concentraciones de 100,50 y 10 pg/mL. La formula quimica y estructura de

cada uno de los compuestos se detalla en la tabla 3
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Atrapamiento de Radical ABTS

Para medir el porcentaje de atrapamiento del radical ABTS, las muestras fueron
trabajadas en duplicado, con la metodologia descrita anteriormente, y luego se midid su
absorbancia a 732 nm. Y se calculd el porcentaje segun lo descrito en la metodologia.
Como compuesto de referencia se utilizd acido ascorbico, el cual present6 un valor de ICsg
de 35£2.7ug/mL

Tabla 7: Porcentaje de atrapamiento del radical ABTS de las muestras analizadas, expresado

en porcentaje (%)

Muestra Concentracion
100 pg/mL 50 pg/mL 10 pg/mL
A 100.00 100.00 100.00
B 53.22 39.01 23.88
C 96.61 91.49 82.73
D 89.26 81.57 64.21
E 95.77 95.12 99.35
F 100.00 100.00 100.00
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Porcentaje de atrpamiento de radical ABTS
150
=1 100 pg/ml
2 = 50 pg/ml
£ 100+ B3 10 pg/ml
S
o
IS
o 504
©
R
0_
A B C D E F
Muestras analizadas

Figura 16: Porcentaje de atrapamiento del radical ABTS de cada uno de los compuestos
analizados en las concentraciones de 100, 50 y 10 pg/mL. La férmula quimica y estructura

de cada uno de los compuestos se detalla en la tabla 3.

Capacidad Inhibitoria de la enzima Acetilcolinesterasa y Butirilcolinesterasa

Para medir la capacidad de los compuestos se determind el ICso seglin la metodologia
descrita anteriormente, ademas se calculd un indice de selectividad para poder determinar la
afinidad del compuesto para cada una de las enzimas estudiadas. Como compuesto de
referencia se utilizé el alcaloide aprobado por la FDA como farmaco contra el Alzheimer,
galantamina, quien presenta valores de ICso de 0.54+0.07 uM sobre AChE y 8.80+0.5 uM
sobre BUChE, lo que da un indice de selectividad de 16.29. Los compuestos fueron
ordenados segun la letra que se le asignd en la Tabla 5. Los valores de ICso, expresado en

uM, sobre cada enzima se presentan en la

Compuesto IC50 AChE (uM) IC50 BUChE (uM)  indice de selectividad
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A 5,20 Indeterminado
B 1,70 29,82 0,06
C 11,64 0,44 26,42
D 59,60 94,89 0,63
E 46,06 217,28 1,69
F 90,66 112,57 0,81

Tabla 8

Tabla 8:Concentracion necesaria para lograr el 50% de inhibicion enzimatica, calculados en
base a estudios de inhibicién de la actividad enzimatica in vitro, para después obtener dicha

concentracion expresada en pM.

Compuesto ICs0 AChE (M) ICs0 BUChE (UM) indice de selectividad
A 5,20 Indeterminado
B 1,70 29,82 0,06
C 11,64 0,44 26,42
D 59,60 94,89 0,63
E 46,06 27,28 1,69
F 90,66 112,57 0,81

Propiedades Farmacol6gicas

En la Tabla 9 se muestran los resultados del analisis de propiedades farmacolégicas
in silico obtenidas por las herramientas web descritas en los materiales y métodos, las letras

de cada uno de los compuestos corresponden a las mismas asignadas en la Tabla 5
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Tabla 9: Andlisis de las propiedades farmacoldgicas (ADME) de cada uno de los compuestos

descritos previamente.

Compuesto

O O w

m

Toxicidad

Log P

3.06
2.65
2.13
2.78
242

2.03

Peso
molecular

(g/mol)

272.39
288.78
272.32
333.23
268.36

284.36

TPSA

(A?)

23.55
23.55
23.55
23.55
23.55

32.78

n_
OHNH
Donantes

Volumen

274.47

260.34

251.74

264.69

263.37

272.35

NUumero
de
violaciones
(reglas de
Lipinsky)

0

0

Mediante ensayos in silico en el software Osiris, se determinaron diferentes caracteristicas

de posible toxicidad de los compuestos al ser usados como farmacos. Al analizar cada uno

de los compuestos, se confirmo que ninguno presentd toxicidad en los siguientes parametros:

Mutagenicidad, tumorigenicidad, irritacion, efectos en la reproduccion. Figura 17

49



Toxicity Risks

() mutagenic

) wmorigenic

() irritant

() reproductive

effective

Figura 17: indicadores de toxicidad del software Osiris, los indicadores dieron el mismo
resultado para cada uno de los compuestos analizados.

VII. DISCUSION

La propiedad antioxidante de los compuestos analizados radica en la capacidad que
tuvieron los compuestos para atrapar los radicales DPPH y ABTS. Como se observa en la
Tabla 6, todos los compuestos tuvieron algin grado de atrapamiento del radical DPPH, sin
embargo, ninguno logr6 igualar o superar el nivel de atrapamiento del compuesto de
referencia en este caso el &cido ascorbico. Por otra parte, al realizar la evaluacién de la
capacidad de atrapamiento del radical ABTS se obtuvieron resultados mucho mejores, ya que
la totalidad de los compuestos logré un porcentaje de atrapamiento mayor al 50 % Tabla 7:
Porcentaje de atrapamiento del radical ABTS de las muestras analizadas, expresado en
porcentaje (%) al analizar estos resultados se puede apreciar que dentro todos los compuestos
estudiados, los que presentaron una mayor capacidad antioxidante son los compuestos A,C,
E y F, ya que su porcentaje de atrapamiento en general fue por sobre el 80% en todas las
concentraciones estudidas, superando con creces al compuesto de antioxidante de referencia

que es el 4cido ascorbico, cuyo IC50 es de 354+2.7ug/mL.

La actividad antioxidante de estos heterociclos se ve fuertemente afectada por la
presencia de grupos dadores de electrones, necesarios para reaccionar con el radical y la
presencia de elementos aceptores de electrones como el Bromo o el Fltor (73), ademas de su

fraccion propargilo ya que diversos derivados de amina con el fragmento de propargilo en su
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estructura son compuestos versatiles con aplicaciones farmacoldgicas y farmacéuticas

demostradas como agentes antioxidante(65)

Respecto a la diferencia de en los resultados de capacidad antioxidante, se ve una capacidad
de atrapamiento mucho mayor en todos los compuestos para el radical ABTS, dentro de las
explicaciones que se le busco dar a esta diferencia, se puede intuir que puede deberse al
método de fabricacion del radical en solucidn previo al experimento, ya que puede ser que la
sustancia preparada para realizar los experimento no contenga al radical formado en su
totalidad. Estos resultados se relacionan con los obtenidos en estudios previos donde se
demuestra que donde los compuestos que tienen un grupo atractor de electrones como el
fldor, y los grupos donantes de electrones, como el metoxi en los anillos de fenilo, exhiben
una buena actividad antioxidante, como es el caso de los compuestos estudiados(65, 74, 75)

En el caso de la inhibicién de las colinesterasas se observa que, si bien todas los
compuestos analizados presentaron un grado de inhibicion, el que mas destaco es el
compuesto C, el cual tiene un sustituyente FlGor, si bien al compararla con la referencia, que
en este caso se usd galantamina, no se observa un grado de inhibicién tan significativo.
También se debe destacar que, al medir la selectividad de estos compuestos, en general se
obtuvo que la mayoria tenia una mayo selectividad por la enzima Acetilcolinesterasa por
sobre Butirilcolinesterasa, lo que seria esperado ya que este es el principal blanco de los
medicamentos anti- Alzheimer. Resultados similares a estos se han obtenido en estudios
previos donde se evaltan heterociclos como inhibidores de la AchE.(76), para determinar la
interaccion es especifico de este compuesto C con la AchE son necesarios estudios in silico
gue muestren la interaccién de manera precisa entre el compuesto y el sitio activo de la

enzima.

Al complementar los estudios in vitro realizados con ensayos in silico se pudo
predecir que cualquiera de los compuestos analizados podria representar una alternativa

farmacoldgica, ya que ninguno presento algun grado de citotoxicidad u efectos no deseados
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en otros sistemas Figura 17, y con respecto a las propiedades ADME también se puede decir
que son potenciales farmacos ya que los analisis indicaron que no existié ninguna violacién

a las reglas de Lipinski Tabla 9.

De todos los compuestos que se analizaron el que presentd mejor rendimiento en
general fue el compuesto C, ya que tiene un grado de inhibicion enzimatica de la Ache
aceptable, sumado con una gran capacidad antioxidante, ademas que segun los software que
se utilizaron para las pruebas in silico no present6 ningin grado de toxicidad y tiene buenas
propiedades ADME, todo lo anterior lo convertiria en un gran foco de estudio para el
desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento del Alzheimer, ademéas este
compuesto estaria abarcando dos hipdtesis de esta enfermedad al neutralizar las ROS
sugestivas de dafio neuronal en la hipoétesis oxidativa, y por otro lado se estaria aumentando

la vida media de la acetilcolina , respondiendo a la hipdtesis colinérgica.

VIII. CONCLUSION

Con los resultados obtenidos se puede concluir que los compuestos, derivados de las
tetrahidroquinolinas, analizados durante el desarrollo de este trabajo se logré demostrar que
en general tienen una buena capacidad antioxidante, ademas de tener un grado aceptable de
inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, ademas de tener una selectividad por esta enzima

en general.

Al analizar los compuestos de modo particular, se encuentra que el compuesto C,
descrito en la Tabla 5, con el sustituyente flior es el que mejor resultados mostro, siendo un
excelente antioxidante y ademas tiene el mayor grado de inhibicion de la Ache y es mas
selectivo por esta enzima. Todo lo antes mencionado mas los estudios in silico que indican
que tiene buenas propiedades farmacoldgicas y practicamente nula toxicidad, convierten a
este compuesto en un potencial farmaco para poder tratar la EA, abarcando dos de las
hipdtesis de la enfermedad: la hipotesis oxidativa y la hipdtesis colinérgica, por lo que con
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estos resultados se puede decir que se cumple con la hipotesis de trabajo ya que se logro
demostrar que los compuestos tetrahidroguinolinas de origen sintético muestra actividad
sobre blancos terapéuticos de la EA.

Es importante mencionar que se bien los estudios in silico demostraron que
cualquiera de los compuestos analizados seria un potencial farmaco, ya que no tendrian
ningun grado de toxicidad o efectos adversos, deben realizarse estudios bioldgicos en cultivos
celulares para comprobar estos resultados tedricos, en caso de comenzar con el desarrollo de
algun farmaco. Es importante destacar que este estudio sienta las bases para el desarrollo
farmacoldgico ya que a partir de los compuestos que tuvieron resultados mas prometedores
se puede ir mejorando su actividad biolégica mediante diferentes modificaciones quimicas,
puesto que esto tipo de compuestos tienen la caracteristica de poder modificarse gracias a su

grupo propargil.
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