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LINTRODUCCION.

|.]| BREVE RESENA HISTORICA.

El hombre aun antes de tomar una completa conciencia de su entorno buscaba aliviar sus
enfermedades basdndose en sus creencias, las cuales manifestaban a través de plegarias,
ofrendas, ritos y danzas hacia los dioses como un castigo hacia su comportamiento. Cuando se
da un pleno desarrollo social, el hombre toma conciencia de sus acciones, se establecen las
primeras civilizaciones y a su vez los primeros agentes terapéuticos naturales conjuntandolos

con sus actividades magicas o religiosas.

Los primeros farmacos son originarios del reino vegetal, descubriéndose sus efectos paliativos o
desagradables, como por ejemplo: la accién purgante de la cascara sagrada, la analgésica del
opio o la paralizante del curare, sus inicios van desde la €poca prehistorica, hasta llegar a las
civilizaciones grandes como los egipcios, mayas, etc. (sin olvidar que los egipcios ya tenian un
conocimiento parcial de farmacos de origen animal). En la Edad Media se observa el uso de
minerales a través de ensayo y error, a la par surgen los productos iatroquimicos al florecer la
alquimia; sin embargo, no hubo un gran crecimiento cientifico, ya que todavia no se establecia
la anatomia y la fisiologia como disciplinas. De esta época se obtienen los fairmacos clasicos
como la quinina, los mercuriales, la belladona, la digital, el opio, etc. Todo esto constituye la
protofarmacologia; 6 en otras palabras, el desarrollo de infusiones o extracto de productos
naturales y minerales con similitud a la forma o al color del 6rgano afectado, como una técnica

terapéutica.

Posteriormente surgido la Opoterapia que consistid en purificar los extractos con actividad
farmacoldgica para obtener de esta manera el “principio activo”; a su vez, di6 paso a la
hormoterapia, esta consideraba a las hormonas como el principio activo de los extractos de las
glandulas; sin embargo, al purificar los extractos vegetales se obtuvieron otros principios
activos de diversas familias quimicas (alcaloides, saponinas, etc.). Conforme se desarrolla la
sintesis organica da paso al estudio de la Farmacologia, la cual busca moléculas con actividad
farmacologica basandose en el método cientifico y usando aparatos mas precisos. Uno de los
propdsitos mas ambiciosos de la Farmacologia es encontrar la relacion entre la estructura

molecular de compuestos organicos y la funcion biologica que cumplen.m

Cuando la Revolucion Francesa rompe moldes del pensamiento clasico, permite que la

observacion y el empirismo entren como parte de las ciencias es asi, que el primer



descubrimiento en el campo de las hormonas, fuera el de la adrenalina, por el quimico
estadounidense de origen japonés Jokichi Takamine (1854-1922), que logra aislarla y
cristalizarla en forma pura a partir de extractos de las secreciones de la médula de las glandulas

suprarrenales.

Los trabajos de Adolf Windaus (1876-1959) sobre los esteroles y su profunda relacion con las
vitaminas abrieron el campo de las hormonas sexuales. Estas investigaciones tuvieron una gran
incidencia en la posibilidad de sintetizar la cortisona. Por el afio de 1899 se sintetiz6 por primera

vez la aspirina 'y en 1903 se sintetizo el veronal.

Antes de la Segunda Guerra Mundial solo eran conocidos los agentes anti-ChE' “irreversibles”,
cuyo farmaco representativo era la Fisostigmina. Durante este periodo Schrader, de I. G.
Farbenindustrie, desarrollo algunos organofosforados anti-AChE altamente toxicos para usarse
como insecticidas agricolas; sin embargo, se usaron con fines bélicos. La toxicidad extrema de
estos compuestos se debe a la inactivacion irreversible de la acetilcolinesterasa (AChE?), (En la
actualidad existen una gran variedad de farmacos que inhiben la AChE ¢ agentes
anticolinesterasicos, permitiendo la acumulacion de Acetilcolina (ACh®) en los espacios
sinapticos), esto equivale a una estimulacion excesiva de los receptores colinérgicos. La
distribucion generalizada de las neuronas colinérgicas en el organismo ha permitido aplicar este
conocimiento en diferentes areas, las cuales van desde insecticidas agricolas, agentes toxicos
“gases nerviosos” usados en la guerra quimica (Segunda Guerra Mundial) hasta los agentes
terapéuticos.?

Es asi como la sintesis de nuevos farmacos se vuelve un campo atractivo pero a su vez delicada,
tanto en el ambito moral como en el legal. Es por eso, que en la actualidad la comunidad
cientifica pone mas empefio en desarrollar moléculas cada vez mas eficaces y seguras (con un
mayor indice terapéutico). Por una parte, se tienen que disefiar y/o identificar nuevas moléculas
bioloégicamente activas y por otra se deben desarrollar aquellas moléculas interesantes

farmacologicamente, de forma que su uso posteriormente sea seguro y eficaz.

Todo ello, conlleva a que el descubrimiento y el desarrollo de nuevos farmacos se vuelva
costoso, complejo y por encima de todo, resulte un proceso que se deba realizarse en equipo; es
decir, requiere un flujo continuo de informaciéon, de comunicacién entre quimicos y
farmacodlogos, fundamentalmente en estos momentos, debe ademas incluir necesariamente
conceptos procedentes de otras areas como la biologia molecular, la bioquimica, la medicina, la

quimica organica, la genética y la bioinformatica.

! Anti-colinesterasicos (anti-ChE).
* Del inglés, Acetilcholinesterase
? Del Inglés, Acetylcholine
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En la actualidad el proyecto genoma humano, ha demostrado que muchas de las enfermedades
graves como la diabetes, el asma y la enfermedad de Alzheimer tienen componentes genéticos,
por lo que la biologia molecular esta tratando de producir proteinas recombinantes y anticuerpos
monoclonales como farmacos; a su vez la biologia molecular aporta diversas técnicas para
identificar las “dianas” cuya modificacion por medios farmacologicos resultara ser relevante
terapéuticamente. Asi como hay grandes avances, se estima que de cada 10,000 compuestos
quimicos sintetizados como candidatos a ser farmacos, solo uno alcanzara, etapas de
investigacion clinica y solo uno de cada 100,000 superara los ensayos clinicos y lograra
registrarse como farmaco con ventana terapéutica segura, y de cada 10 medicamentos

registrados solo 3 recuperaran la inversion inicial. &l

|.2 DISENO RACIONAL DE FARMACOS.

[.2.] RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS FARMACOS.

Comprender la relacion tan estrecha que existe entre la estructura molecular y el reconocimiento
que tendra esta misma por los receptores, dando por consiguiente una respuesta biologica,
permitira desarrollar farmacos utilizando la tecnologia mas sofisticada para realizar busquedas
sistematicas a gran escala con el propésito de encontrar sustancias cada vez con mayor potencial

medicinal y menor toxicidad.

En las investigaciones cientificas es posible que se enfoquen de dos formas, en el primero se
busca encontrar al compuesto mas activo de una serie sintetizada y estudiada; en el segundo se
describe matematicamente la correlacion y las consecuencias o hipotesis a nivel bioquimico,
farmacologico, etc., de los posibles compuestos mas activos de una serie sintetizada. Como
resultado de lo descrito anteriormente, es dificil generalizar los cambios de actividad que
resultan de introducir algin grupo funcional en la molécula en estudio, ya que no resuelven el
verdadero problema de la relacion estructura actividad. La razon a todo esto, es que existen
diferentes tipos de accion farmacoldgica donde la estructura juega un papel primordial, mientras
que en otros se admite que el origen de esa accion es una propiedad fisica; es decir, la
introduccion de un grupo metilo puede actuar en doble sentido, segin su actividad
farmacoldgica. Por lo tanto la constitucion de un farmaco puede tener mas relevancia solo a

. ., 45
nivel de su accidn con el receptor. 1+l
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Ariens pionero en esta rama de la quimica, distingue dos fragmentos en la estructura de los
farmacos: el quimiofuncional, que contribuye a la unién del firmaco con el receptor y el
bifuncional, responsable de la actividad biologica. Los fragmentos bifuncionales a su vez se

clasifican segtin su funcion dentro de la molécula en:

1. Porciones portadoras
Porciones vulnerables
Porciones criticas y no criticas

Grupos bioisosteros

w»ok wn

Grupos haptoforicos y farmacoforicos

El grupo Haptoforico asiste en la unién farmaco-receptor, y el grupo Farmacoforico es el
responsable de la accidon bioldgica véase Fig. 1. Por otra parte Ariens establece la diferencia
entre las partes esenciales y las no esenciales del fragmento bifuncional. Las primeras estan
asociadas a una gran especificidad estructural, ya que son partes activas que interaccionan con
los receptores, por consiguiente no soportan grandes modificaciones quimicas. En las partes no

. . . L, . . 6
esenciales, las modificaciones quimicas son p051bles.[ ]

A1

Grupo Farmacoforico

Fragmentos bifuncionales de la difenhidramina

La anterior clasificacion permite pasar a los aspectos estereoquimicos que justifican el concepto
de receptor; ya que permite interrelacionar de manera logica la estructura-actividad. Como
Ehrlich lo visualizd, los receptores son la extension logica de la teoria de accion de farmacos
basada en la analogia de la llave y la cerradura. Esto es evidente, al observar las diferencias
entre la actividad biologica de estereoisémeros Opticamente activos (Productos cuya diferencia
consiste en ser uno la imagen especular del otro). Este hecho pone al descubierto que una parte
de la molécula del farmaco necesita una estructura complementaria al receptor para provocar

una accion bioldgica.
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Por otro lado, existen tres caracteristicas de un farmaco que indican que estos en la célula se

concentran en areas pequeias y especificas (que son los llamados “receptores”), los cuales son:

Alta dilucion a la cual los farmacos retienen su actividad.
b. Gran especificidad quimica de los farmaco, principalmente desde el punto de vista
estérico

c. Alta especificidad bioldgica de los farmacos.

En pocas palabras la estructura tridimensional de las moléculas juega un papel importante en la
selectividad de su accion bioldgica. En 1937, A.J. Clark demostré que el complejo farmaco-
receptor obedece a la ley de accion de masas, lo que permite interpretar los datos cuantitativos
como resultado de formacion de enlaces entre el farmaco y el receptor especifico de dicho

farmaco. Esto se representa mediante la siguiente ecuacion: !

k
F+R =< L FR K, »
Efecto bioldgico

Donde:

k,= Constante de la velocidad de adsorcion
k,= Constante de velocidad de disociacion
ks= Constante de velocidad de produccion del efecto

Esta ecuacion tiene relacion con la actividad enzimatica, a partir de una primera etapa de unién
enzima-sustrato. La mayoria de los receptores son enzimas; por lo tanto, son blancos de algunos
farmacos; un claro ejemplo es la union de los insecticidas organofosforados con la
acetilcolinesterasa. En este contexto el concepto de receptor puede abarcar; como consecuencia

de la interaccion farmaco-receptor, los siguientes casos:

A. Un cambio en la conformacion y distribucion de cargas en el farmaco que lo hace mas
reactivo y capaz de experimentar un cambio quimico; de esta forma el farmaco se
metaboliza.

B. El cambio en la conformacion y distribucion de cargas en el farmaco activa al receptor.
Estos cambios en el receptor inducen a su vez cambios conformacionales y de
distribuciéon de cargas en el sitio activo del receptor y en los receptores vecinos,
iniciando la subsiguiente respuesta fisicoquimica que culminara en el efecto bioldgico.

C. La ausencia de cambios en el farmaco o receptor (NO HAY EFECTO), a estos

. . . . 7
receptores se les conoce como receptores silenciosos o indiferentes. !
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La interaccion entre producto-receptor tiene una adaptacion mutua en cuanto a forma y

distribucion de cargas, que permite afirmar:

1) Entre mayor sea al grado de complementariedad entre farmaco y receptor,
mayor serd la especificidad y la actividad biologica del producto.

2) La unién que se da entre farmaco-receptor, es igual al que se dan en moléculas
sencillas y/o a las que sirve para estabilizar una estructura proteica (ej.
Electrostaticas, de puente de hidrogeno, de dipolo-dipolo, de transferencia de

3) El enlace covalente representa una union irreversible entre el farmaco y el
receptor, por ser un enlace que contiene una gran energia.

4) Puede existir una interaccion entre las partes no polares del farmaco y del
receptor como consecuencia de una afinidad hidrofobica, por lo que las

moléculas de agua quedan desplazadas y aumenta la entropia del sistema.

En vista de todos los requerimientos estéricos que hacen la diferencia de la actividad bioldgica
entre isdmeros o entre diastereoisomeros, se admite que el receptor es de naturaleza proteica o
lipoproteina y que forma parte de la membrana celular. Ariens (1801) en sus trabajos establecio
la diferencia entre afinidad y la actividad intrinseca o eficacia de los farmacos. La primera
define el grado de interaccion farmaco-receptor (FR) para dar paso al complejo FR formado,
teniendo presente la cantidad de farmaco cercano al receptor(es); por lo tanto, esto equivale
farmacologicamente a la potencia de este mismo (Dosis necesaria para inducir un efecto

determinado). !

Por otro lado, la eficacia es la habilidad para producir en el receptor los cambios necesarios para
producir un efecto bioldgico; es decir, la eficacia se observa después de la formacion del
complejo FR. Por lo anterior la importancia de los factores estéricos en la respuesta biologica,
cualquiera que sea su mecanismo por el cual el farmaco y el receptor interactuan. El paso
primordial para la formacién del complejo FR es la cercania a la cual debe estar el farmaco del
receptor, y segundo paso, es el ajuste entre estos mismos; la parte critica del farmaco, es la parte
involucrada en el ajuste con su receptor, de esta manera si hay cambios notables en esta porcion,

habra cambios en el ajuste y en la respuesta bioldgica.
La isomeria Optica, geométrica y conformacional, juegan un papel importante en la respuesta

farmacoldgica; ya que de manera general, se le atribuyen las diferencias en actividad biologica

como:

(6]



a. Diferencias en la distribucion de los isomeros en el organismo.
b. Diferencias en las interacciones isdbmeros-receptor especifico.

c. Diferencias en la adsorcion de isomeros sobre otros receptores.

La isomeria Optica permite conocer a grandes rasgos la presencia de un carbono asimétrico
(carbono con 4 sustituyentes diferentes) en la molécula, esto da paso a los enantidomeros: una
molécula es imagen en un espejo de la otra, por lo que no son superponibles, basandose en la

relacion de la mano derecha con la izquierda. VVéase Fig. 2

:ul////A A\\\\““

C C

RERIEPH Imagen especular de 2 moléculas 6pticamente activas

Se distinguen una de la otra por la rotacion del plano de la luz polarizada que presentan; por lo
tanto si desvia la luz hacia la derecha se llama Dextrdgiro y si gira la luz hacia la izquierda es
Levogiro. Las propiedades fisicas de este tipo de isomeros son iguales: punto de fusion,
solubilidad en solventes aquirales, reactividad quimica, este ultimo se presenta si los
compuestos con lo que va a reaccionar no presentan carbono asimétrico. Asi mismo, no se
observa diferencia entre la velocidad de penetraciéon cuando es por difusion pasiva, pero si

cuando hay transporte activo.

En cuanto a la respuesta bioldgica, ambos pueden tener actividad, pero la potencia sera
diferente. Una mezcla racémica (productos de una reaccion quimica, con actividad Optica
debido a isomerismo, son encontrados en proporciones equivalentes, por lo tanto se cancela
el giro de esta luz) presenta una potencia promedio de los isomeros presentes en esta, y pueden

presentar antagonismo farmacoldgico entre ellos.

Las diferencias entre los isdmeros Opticos se explican a través de la teoria interaccion FR o FE
(farmaco-enzima) a nivel de 3 puntos llamada “Three-point attachment theory™, mejor
conocida como triada catalitica en Bioquimica y Farmacologia. Los anterior indica que el
receptor tienen a disposicion grupos complementarios “A’, B’, C’ ” los cuales podran acoplarse

auno de los isomeros. Véase Fig. 3

* De los anglosajones.
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IR Interaccion de 2 isbmeros dpticos con un mismo receptor.

La naturaleza de los grupos ABCD unidos a un carbono asimétrico de un isémero
farmacoldgicamente activo es importante, ya que permite definir la naturaleza del receptor
involucrado en la respuesta biologica. El hecho de que varios isémeros tengan la misma

actividad se debe a:

a. Elreceptor solo tiene dos puntos de contacto.
b. Los grupos unidos al carbono asimétrico no son los que intervienen en la uniéon con el

receptor.

La isomeria geométrica.- Es un estereoisomerismo especial, denominado isomerismo E-Z, que
se refiere a la isomeria que ocurre como resultado de la restringida rotacion por un doble enlace
o un sistema ciclico no plano y relativamente rigido. Este tipo de isomeria no necesariamente
imparte actividad dptica a los isomeros, si la estructura es asimétrica o disimétrica los isobmeros
geométricos pueden exhibir entonces actividad optica. Las propiedades quimicas y fisicas son
diferentes, puesto que los grupos funcionales de estos isdémeros estan separados por diferentes

distancias.

La isomeria conformacional.- Resulta de las diferentes posiciones espaciales que pueden
aparecer en una molécula como consecuencia de la rotacion alrededor de enlaces sencillos y que
puede originar una preponderancia de alguna de estas disposiciones como consecuencia de la
existencia de barreras energéticas entre los diferentes isdmeros. Por tal motivo pueden existir
infinidad de conformaciones pero las energéticamente favorecidas se muestran a continuacion

en proyeccion Newman:
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Conformacion Conformacion
Alternada (a)/ Sesgada (s)/ Eclipsada (e)/

proyeccion anti - A
proyeccion guache proyeccion sin

Considerando la repulsion estérica entre los grupos de la molécula, se deduce lo siguiente:

a) Si no hay impedimento estérico entre si, la forma alternada serd la favorecida
termodindmicamente y la forma eclipsada sera la menos favorecida.

b) Si la diferencia de energia entre ellas es suficientemente grande, estas formas podran
existir independientemente una de la otra.

c) Si las barreras energéticas entre las conformaciones son bajas, existird una libre rotacion

y habra una interconversion de unas y otras.

Las barreras energéticas entre conformaciones son debidas a las interacciones de los atomos no
unidos directamente, por lo que habra conformaciones preferentes, donde los sustituyentes
estaran lo mas separado posible. Con respecto a lo anterior, si representamos esquematicamente
un receptor y el conformero apropiado o biolégicamente activo, podemos suponer el siguiente

proceso de adaptacion estérica que tendria como consecuencia una respuesta biologica.

C — C
C ¢
H A , H 5 S
AN ! A" —— > Respuesta
H B H B®
H B’ - I_-I_ - B’
Receptor

Otro conférmero no se podra ajustar y por consiguiente no habra respuesta, con un supuesto
antagonista ocurrira lo mismo. La conformacién activa que podriamos llamar farmacoforo, y
que permite la interaccion con el receptor no es necesariamente el conféormero preferentemente
o mas estable al estado soélido o en solucién. El conférmero activo puede ser
termodindmicamente inestable, pero la energia de unién con el receptor puede salvar la barrera

de formacion de dicho conformero. Esto se puede ver en la acetilcolina, la cual puede presentar
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las 4 conformaciones descritas, pero se ha demostrado por resonancia magnética nuclear que en

solucion acuosa adopta una configuracion sesgada o cisoide!” Véase Fig. 4.

‘ OCOCH,4
\
/N® H
H H
H

Representacion de Newman de la ACh, configuracion sesgada.

La flexibilidad conformacional permite explicar los efectos biologicos multiples de los
neurotransmisores de cadena abierta como la ACh, la cual se ha sugerido que interacciona con
receptores muscarinicos (a nivel posganglionar del sistema parasimpatico), y que es
transformada por la acetilcolinesterasa en su conformacion extendida (alternada), también
interacciona con los receptores nicotinicos (a nivel preganglionar del sistema parasimpatico y
simpatico), y que también es transformada por la AChE en su conformacion mas plegada
(cisoide). El problema de la determinacion de la conformaciéon farmacologicamente activa
(conformacién farmacoférica), se ha tratado de resolver mediante sintesis de analogos
conformacionalmente rigidos de las moléculas flexibles. Como resultado se le imparte a la
molécula nuevas propiedades fisicoquimicas que se toman en cuenta al analizar los datos
farmacologicos. En el caso de la ACh se han preparado analogos ciclopropanicos

correspondientes de la ACh.!"”  Véase Fig. 5.

H
OCOCH3
OCOCH3 H
® ®
H3C——N—CHjs

HyC——N——CH,

CHg CHs

Conformacién cisoide y transoide respectivamente de la ACh
El cambio estructural respecto a la ACh es fuerte (introduccion de un ciclo de tres atomos), asi

la actividad de estos analogos comprueba que la conformaciéon transoide de la ACh es la

responsable de la actividad muscarinica; asi mismo es facilmente hidrolizada por la AChE.
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Estas analogias, permiten aplicarlos al estudio de la actividad farmacologica de
diastereoisomeros, tomando en cuenta que el isdmero mas activo serd aquel que mas
rapidamente o facilmente adopte la conformacion que mejor se ajuste al receptor para dar una

respuesta. Un ejemplo claro es el caso de los diastereoisdmeros de la a,p-dimetilacetilcolina:

® ®
N(CH3)3 N(CH3)3
HsC H H CH,
HsC H HsC H
OCOCH,4 OCOCH,4
Treo Eritro

El racemato eritro tiene una actividad muscarinica mucho mas alta que el racemato treo; ya que
adopta facilmente a la conformacion transoide, determinando asi su potencia. A la par se
observa que el isdbmero treo esta menos favorecida que el eritro, debido a la cercania de los dos

metilos, lo cual concuerda con la menor potencia muscarinica presentada por el isomero treo.l”

El concepto de isosterismo; introducido por Langmuir en 1919, es usado en la actualidad para el
disefio de farmacos. Se define a los isosteros, a aquellos atomos o grupos de atomos en los que
pueden considerarse idénticas las capas periféricas electronicas, en lo que concierne a su forma,

tamafio y polaridad. Podran ser por lo tanto, monovalentes, divalentes, etc. Ver Tabla 1.

El concepto se ha visto ampliado al de bioisosterismo, en donde quedan incluidos aquellos
grupos atomicos con propiedades estéricas, configuraciones electronicas y actividades
bioldgicas similares, aunque el nimero de electrones sea diferente, como por ejemplo: CO, y —
SO,NR, los grupos —CO- y —SO,-; los grupos -CO,H y .SO;H; y los grupos —SO,NH, y —
P(O)(OH)NH,. Este concepto se ha usado mucho en el desarrollo de farmacos, en relacion al

modelo copiado, como el desarrollo de antagonistas de sustancias fisiologicas. 2

TABLA 1. GRUPOS ISOSTEROS

Monovalentes | Divalentes | Trivalentes | Tetravalentes

F- -O- -N= =C=
OH- -S- -P= =N=
NH,- -Se- -As= =pP=
CH;- -Te- -Sb= =As=

Cl- -CH=
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|.3 RECEPTORES.

[.3.1 DESCRIPCION Y LOCALIZACION.

La recepcion de informacion por parte de una célula es una cuestion compleja. Para este
propodsito las células presentan un elaborado arreglo de proteinas de transmembrana
(receptores), cuya funcion es adquirir informacion del espacio extracelular y transferir esta
informacion al interior de la célula. Al respecto, los receptores de la superficie celular actiian
como "antenas" de la célula; es decir, son cadenas polipeptidicas que atraviesan varias veces la
membrana celular formando asas y cubriendo asi una importante extension. Los aminoacidos

que conforman el sitio de union se ubican en la cara extracelular.

Los receptores pueden ser detectados y medidos en forma indirecta por técnicas
autoradiograficas o imagenolodgicas [PET] (estudios con radioligandos que permiten localizar
sus sitios de union), por técnicas inmunohistoquimicas (que localizan las proteinas del receptor)
o por deteccién de su RNAm en técnicas de hibridizacion in situ (que permiten una localizacion
selectiva de los cuerpos celulares que producen los RNAm). Ademas, los receptores humanos
pueden ser transfectados en otras células para estudiar su comportamiento en un medio
diferente. Los receptores pueden ubicarse en el telodendrién (autoreceptores), en el soma
neuronal o sus dendritas (somatodendriticos) y en la célula postsinaptica; algunos se ubican a
nivel intracelular como los receptores de hormonas. (3]

Los receptores tienen una selectividad y configuraciéon de unién por un neurotransmisor o
ligando particular en virtud de su conformacion molecular (sitios de alta afinidad). Esto no
implica que el ligando no pueda unirse a otros receptores con una menor afinidad (unién menos
selectiva), produciendo efectos diversos o bloqueando la accion de otros ligandos. Para
determinar la afinidad ligando-receptor se utilizan medidas como el B, que se refiere a la
capacidad maxima de unioén en proporcion directa con la densidad de receptores estimada, y la
constante de disociacion (Ky), la cantidad necesaria de un ligando natural para desplazar a un
ligando marcado, previamente administrado, de la mitad de los receptores que ocupa. A nivel
del sistema nervioso central (SNC), los receptores pueden ubicarse en la membrana presinaptica
(autoreceptores), en el soma neuronal o sus dendritas (somatodendriticos) y en la célula
postsinaptica; algunos se ubican a nivel intracelular como los receptores de hormonas. Los
receptores atraviesan las membranas celulares estableciendo un punto de transmision de la
informacion proveniente del exterior a través de los neurotransmisores y otros ligandos. Por
ligando se entiende toda molécula capaz de interactuar con un receptor determinado en virtud de

su estructura. La union del neurotransmisor con el receptor produce diferentes respuestas segun

[12]



la localizacion del receptor (el area cerebral donde se encuentra, si es presinaptico o
postsinaptico), el numero (densidad) y la sensibilidad de los receptores y su asociacion a
canales.

Existen varios tipos de receptores, algunos se encuentran unidos a canales i0nicos, que al unirse
el ligando al receptor permite la apertura del canal y por lo tanto la entrada de un i6n. La
despolarizacion es un buen ejemplo, ya que la corriente nerviosa se propaga a través del axon
cuando el sodio (un i6n) ingresa por un canal al interior de la célula cambiando su potencial
eléctrico. Los canales idnicos estan presentes en las membranas celulares en baja cantidad. Son
utilizados por los neurotransmisores que conducen a rapidos cambios postsinapticos y regulan el
flujo de informacion sensorial y la respuesta motora. Un simple cambio en la conformacion del
canal lo abre, permitiendo el flujo de millones de iones por segundo a través de la membrana
plasmatica. Existen canales i6nicos ligados a los cambios de voltaje en la membrana, otros se
encuentran unidos a ligandos intracelulares como el Ca®*, AMPc, GMPc o acido araquidonico y
otros estan regulados por la activacion de receptores ligados a proteina G, que al descomponerse
en la subunidad a o la subunidad By los activa (Por ejemplo: G- al canal de K'-Ach y G-y al
canal de K'-ATP). Otros receptores no se encuentran unidos a ningin canal, simplemente
atraviesan la membrana celular y establecen contacto con proteinas que se encuentran en el
interior de la célula (como la proteina G). La unidn del ligando a estos receptores permite que
ellos entren en contacto con la proteina G activandola y posteriormente, se lleva a cabo la
transduccion. Estos eventos terminan con la modulacion de la expresion del material genético

, . N . , 1517
que se encuentra en el nucleo de las neuronas (denominado sefializacion hacia el nucleo). (15171

|.3.2 FARMACO-RECEPTOR.

Un farmaco al interactuar en un sistema biologico produce un efecto, el cual se define como el
resultado final de las interacciones fisicoquimicas entre el farmaco y una molécula del sistema
bioldgico. Un farmaco puede interactuar con una molécula pequefia (Por ejemplo la unién del
Pb>" con un agente quelante como tratamiento por envenenamiento con plomo), o con una
macromolécula de los tejidos, llamado receptor. El concepto de receptor tiene su origen en dos
lineas de experimentacion que difieren entre si, y que se realizaron en los primeros afios del

siglo XX. [18. 19]

“La mayoria de las respuestas del organismo ante un farmaco, se dan por la unién con sus
receptores (interaccién farmaco-receptor), dicha interaccion produce modificaciones en el

sistema, que desencadena un proceso bioquimico y fisioldgico que caracteriza la respuesta o
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reaccion al fairmaco”, Paul Ehrlich (1854-1915), propuso este concepto como una explicacion
al proceso inmunoldgico, en el cual los receptores se localizan en las células. Ehrlich imagino
un sistema de cerradura-llave estereoespecifico entre los anticuerpos y sus sustancias antigenas.
A través de su estudio sobre la quimioterapia postuld la existencia de “cadenas laterales”
especificas en células con una estructura quimica y estérica peculiar, las cuales solo se
combinarian con anticuerpos de forma y composicion quimica complementaria a estas; asi
mismo, dijo que las cadenas laterales eran esenciales para los procesos bioldgicos, por lo que
podian diferir en forma y composicion en los diferentes tipos de células. Ehrlich pensé que estas
cadenas laterales estaban compuestas de algunos grupos quimico funcionales como —SH, -NH,,
etc., es asi como Ehrlich llamo6 receptores a estos grupos funcionales. En la misma época J.N.
Langley (1852-1926) y en base a sus estudios del efecto del curare (veneno Sudamericano)
sobre nervios motores, encontrd que este bloqueaba la transmision de los impulsos nerviosos del
nervio motor a los musculos esqueléticos, localizando el sitio de bloqueo en las terminaciones
nerviosas finas del musculo. Mas adelante en su investigacion, estimuld quimicamente al
musculo aislado con nicotina, luego administrd el curare y encontrd que este bloqueaba la
accion de la nicotina; pero todavia era posible estimular al masculo con impulsos eléctricos, lo
que llevo a Langley a concluir, que tanto el curare como la nicotina actuaban sobre moléculas
localizadas entre el musculo y el nervio motor; dandole de esta forma el nombre de sustancia

receptora. (201

Estos dos pioneros en el estudio de los receptores, influyeron en varios campos de estudio, para
identificar a los receptores como proteinas especificas o acidos nucléicos, y que cada dia se

siguen identificando mas.

|.3.3 FUERZAS DE UNION EN LA INTERACCION FARMACO-RECEPTOR.

Existen diferentes tipos de unioén entre farmaco y receptor: covalentes, idnicos, puentes de

hidrégeno, Fuerzas de Van der Waals, entre otros.

En la unién covalente la mayor parte del tiempo se mantienen unidos los atomos de moléculas
organicas por compartir un par de electrones, esta union tiene una energia de aproximadamente
de 100 kcal-', lo que explica la irreversibilidad a temperaturas comunes, a menos que intervenga
un agente catalitico (enzima). El resultado de esta interaccion son complejos estables de larga
duracion. Dentro de este grupo los farmacos pueden ser agentes alquilantes, los cuales dan lugar

a un intermediario cationico reactivo (i6n carbonio) que reacciona con los receptores; por lo
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tanto el efecto del farmaco es el resultado de una alquilacion de los receptores. Un ejemplo

claro, es la inhibicion de colinesterasa por fosfatos organicos y carbamatos.

En la unién idnica resulta de fuerzas culébmbicas (atraccion electrostatica) entre iones cargados
opuestamente, la energia de enlace se aproxima a 5 kcal mol™ y la fuerza de atraccion entre los
iones disminuye de acuerdo al cuadrado de la distancia entre ellos. Las proteinas y los acidos
nucléicos tienen grupos anidnicos y catidnicos, pero solo un grupo pequefio de éstos esta
ionizado en los limites fisiologicos de pH. Los grupos anidnicos de las proteinas son carboxilos
del Ac. glutamico, Ac. aspartico y hasta cierto punto los grupos sulfhidrilo de la cisteina; los
grupos anionicos aparecen en la lisina, arginina, histidina, glutamina y la asparagina, (grupo
amido) asi como en el -NH, terminal de las proteinas. ** 2l Los farmacos pueden tener
potencialmente grupos catidnicos o anionicos, capaces de formar uniones idnicas con grupos
receptores de carga contraria; asi mismo, hay un caracter parcialmente iénico cuando el receptor
ionizado interactia con los atomos del farmaco no ionizado, por ejemplo los electrones que
forman las uniones del grupo carbonilo (C=0) son compartidos de forma desigual formando un

dipolo, y cualquiera de sus polos puede ser atraido por un ion.

La unidén por puentes de hidrogeno es una unién idnica que se origina en la capacidad de un
proton parar aceptar un par de electrones proveniente de 4tomos donadores de electrones, como
el oxigeno o el nitrogeno, y formar entre ellos un puente de aproximadamente 3A. La fuerza de
unién es de 2-5 kcal mol™. El enlace por puente de hidrogeno estabiliza las estructuras terciarias
de las proteinas, la unién se da entre residuos de aminodcidos que estdn muy separados en la
cadena primaria; asi mismo, los puentes de hidrégeno interno pueden afectar las propiedades
fisicas de las moléculas del farmaco, por ejemplo en el isomero orto del 4acido hidroxibenzéico,
al formarse el puente de hidroégeno intramolecular, se reduce la afinidad por el agua,
disminuyendo su solubilidad; sin embargo, los isémeros meta y para, no forman puente

intramolecular. Véase Fig.6

Acido o-hidroxibenzoico  Acido o-hidroxibenzoico  Acido o-hidroxibenzoico
HO\ //O
C 'T' c

OH OH
Puente de hidrégeno intramolecular en el isémero orto del acido hidroxibenzéico.
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La unién por fuerzas de Van Der Waals es una interaccion muy débil entre dipolos o dipolos
inducidos, frecuentemente entre atomos semejantes. Los atomos implicados en este tipo de
uniones entre farmacos y receptores son los carbonos, por estar en mayor abundancia en las
moléculas organicas. Las fuerzas de atraccion se originan de distorsiones ligeras inducidas en
las nubes de electrones que rodean cada nicleo cuando dos atomos se aproximan lo suficiente.
La energia de union es de solamente 0.5 kcal mol™; sin embargo, este tipo de enlace es
importante para determinar la especificidad de las interacciones farmaco-receptor, por lo que se

consideran 2 aspectos importantes:

1. La suma de todas las interacciones que se producen entre los atomos, da como resultado una

gran fuerza de union, independientemente de que la fuerza individual sea débil.

2. La fuerza de union depende de la distancia interatomica, y en base a las propiedades
fisicoquimicas de la molécula, se puede observar el alto grado de selectividad entre una serie de
farmacos intimamente relacionados, a este fenémeno se le conoce como “Bondad de ajuste”.
Aquella conformacién del farmaco que permita la mayor cercania a la superficie del receptor, se
dice que tiene un ajuste efectivo comparado con otra molécula de conformacion ligeramente
distinta. No olvidar que la cercania entre el farmaco y el receptor activa a la par otras
atracciones por correlacion electronica, que permitiran o impedirdn la aproximacion perfecta a

esta. [23,24]

I.3.4 INTERACCION FARMACO-RECEPTOR

Después de que se lleva a cabo la combinacion de las diferentes fuerzas de union entre el
farmaco y el receptor, se produce una agitacion térmica al azar, originando colisiones multiples
con la superficie, es entonces cuando se habla de que el farmaco estd rodeado total o
parcialmente por agua, mismo que sucede en las partes polares de los receptores. Por tanto, la
union farmaco-receptor ocasiona la expulsion de estas capas de agua intermedias, a esta
interaccion se la conoce como la formacion de uniones hidrofobicas. La atraccion inicial que
generalmente dirige al fAarmaco hacia su receptor son las fuerzas electrostaticas; asi mismo, se
piensa que la aproximacién intima entre el farmaco y el receptor debe ser de 1-3A para la
formacion de las uniones. Sin embargo, con la mayoria de los farmacos la union a los receptores
no es tan fuerte como para evitar por completo la disociacion, como resultado se establece una

interaccion reversible que obedece la ley de masas (Teoria de Ocupacién Simple). 12°)
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[.3.5 DOCKING.

Es la forma de medir las interacciones ligando-receptor y su energia de enlace. La obtencion de
un producto farmacoldgicamente activo, estd dado por una serie de etapas, las cuales nos
permiten plantear una aproximaciéon complementaria del sujeto de estudio, con el objetivo de
optimizar, dirigir y minimizar costos, produccion y tiempo. Asi mismo, el docking es una
técnica que permite medir las interacciones ligando-receptor y su energia de enlace. La primer
etapa consiste es la eleccion del sujeto de estudio, también conocido como molécula blanco,
sobre la que activa o actua el farmaco para lograr el efecto terapéutico deseado. Diversas
investigaciones sobre los farmacos empleados en las Gltimas décadas han revelado que la accion
terapéutica de éstos incide principalmente en proteinas; ya sea como receptores moleculares o

como enzimas. Véase Fig.7

=) oy ;
2% 2% 59 . W Receptar nuclear
7%

mADN

m Canalesignicos

M Blancos desconocidos
® Hormonras y factores
B Enzimas

Receptares moleculares

RO Distribucion de moléculas blanco en un estudio sobre 485 farmacos de uso actual.

Por esta razon, en el disefio racional de medicamentos las proteinas pueden considerarse como
la primera opcion para fungir como moléculas blanco. Cuando se trabaja con proteinas, y
particularmente con enzimas como blanco, deben considerarse tres factores importantes:
selectividad molecular de la enzima, la afinidad o fuerza con que se fija el sustrato a ella, y la
geometria del sitio de union. La mayoria de los farmacos son inhibidores enzimaticos; por lo
tanto, durante su desarrollo se busca que cumplan con estas caracteristicas. Los ensayos masivos
que se llevan a cabo en esta etapa, requieren de utilizar grandes bancos de datos para obtener,
procesar y almacenar cantidades colosales de resultados experimentales. Por esta razon, en afios

recientes se ha optado por la simulacion molecular por computadora, tal es el caso del docking.

La siguiente etapa es la identificacion de moléculas lider, que son aquellos compuestos que
muestran tener una actividad significativamente alta sobre el blanco seleccionado. Las
moléculas lider que demuestran ser quimicamente viables y poseer alta actividad bioldgica son
caracterizadas estructuralmente y sometidas después a un proceso de optimizacion de su

[17]



potencia farmacologica, en este paso se generan derivados de las moléculas lider, y se determina
su estructura tridimensional, asi como la relacion que existe entre la actividad bioldgica que
manifiestan y algunas de sus propiedades moleculares; tarea que se lleva a cabo con el empleo
de la técnica conocida como QSAR’. Los resultados obtenidos con esta técnica dirigen el disefio
de nuevos compuestos con actividad farmacoldgica que se presume serd mayor a la de los

lideres previos.

1.3.5.1 METODO DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR O DOCKING.

Esta técnica es una alternativa a los ensayos masivos en los laboratorios y en el disefio de
farmacos, tanto para llevar a cabo las etapas de identificacion del sitio de union con el blanco,

como la de construccion y evaluacion de los complejos moleculares resultantes; para esto se

sigue una serie de pasos: (261
13, Etapa
BLANCO
2a. Etapa
Base de datos LIGANDOS
y
Estructura tridimensional del blanco Preparacién de los ligandos
Preparacion de la molécula l
Asignacion de cargas atomicas
i del ligando
Definicion del sitio de union
38 Etapa
COMPLEJOS

Formacion y evaluacion de los complejos
(ligando-receptor)

!

Analisis y validacion de los resultados

La tercera etapa es la parte mas importante del método; ya que, consiste en un algoritmo de
blsqueda que toma cada uno de los ligandos de la base de datos y los coloca dentro del sitio de
unidn en una gran cantidad de orientaciones, para lo cual existe un criterio basado en puntuajes.

Finalmente, el programa genera las mejores orientaciones conforme al puntuaje de su

5 Siglas en inglés para Quantitative Structure-Activity Relationship
(18]



orientacion Optima. Antes de iniciar con la técnica es indispensable que la estructura
tridimensional del blanco haya sido determinada previamente, por difraccion de rayos X o por
resonancia magnética nuclear. La fuente principal de esto, es el PDB® (Protein Data Bank); sin
embargo, es necesario hacer adecuaciones a estos archivos como: la adiccion de atomos de
hidrogeno unidos a heteroatomos (mitad de los atomos totales de la proteina), remocion de
moléculas de agua de la superficie protéica, modelado de regiones que no pudieron ser
determinadas experimentalmente, Asignacion; conforme al pH en la simulacion, de cargas
positivas, negativas y neutras a los atomos, sin olvidar las cargas parciales. El siguiente paso es
la identificacion de los posibles sitios de union del receptor; ya sea computacional (busqueda de
cavidades con caracteristicas de tamafio, hidrofobicidad y grupos funcionales) o
experimentalmente a través de difraccion de rayos X (se usa un solvente organico que difunda
por el cristal de la proteina). (21-23, 261 B] tercer paso, es la optimizacion de compuestos a probar;
los cuales se les hace el mismo acondicionamiento que los receptores y otras mas como: La
estructuracion tridimensional de la molécula y asignacion de cargas usando un algoritmo basado
en calculos de electronegatividad de los atomos involucrados en cada enlace quimico. Como
ultimo paso, se hace la simulacion de la formacion de complejos, en donde se determina el
numero de contactos totales que pueden establecerse entre cada pareja de dtomos del sitio de
union y del ligando, en una orientacion particular de éste. El contacto que se considera, es aquel
en el cual el ligando y el receptor se encuentran a una distancia menor o igual a la de una valor
umbral (v.g. 5 A), debida a la complementariedad de la forma geométrica del ligando con la
cavidad del blanco. A pesar de la eficiencia de la técnica, no se puede calcular la naturaleza de
los atomos que interactian con este programa, para esto se usan otros programas como
regularizacion de geometria o de simulacion dindmica molecular, las cuales emplean ecuaciones
matematicas de la fisica clasica que determinan la energia de union no covalente de la uniéon

ligando-blanco como funcién de las distancias atdmicas entre moléculas.

Finalmente, se requiere verificar in vitro e in vivo que los compuestos que muestran gran
afinidad y selectividad por el blanco, no interfieren significativamente con otros procesos dentro
del organismo, y que los productos de degradacion del ligando tampoco resultan ser toxicos o
inactivos. Una de las limitaciones en la correlacion de los parametros fisicoquimicos con la
actividad biologica es que la selectividad de los estereoisomeros opticos para los receptores no
podria ser prevista por simple correlacion técnica. Los estereoisomeros, como ya antes se
menciond no muestran diferencias en sus propiedades fisicoquimicas en la ausencia de una
superficie disimétrica, y por lo tanto los parametros que predicen hidrofobicidad o arreglos
electronicos no difieren entre isomeros Opticos. Por lo anterior, cuando se habla de

diastereoisomerismo y de isomerismo geométrico se habla de estereoselectividad en vez de

6 www.pdb.org
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estereoespecificidad, esto se debe a que un estereoisémero da una respuesta bioldgica y el otro

estereoisomero da una respuesta opuesta o simplemente no la da.

|.4 INHIBIDORES ENZIMATICOS

Los farmacos (inhibidores) son capaces de disminuir la actividad enzimatica a través de
interacciones con el centro activo u otros centros especificos (alostéricos); en mas del 50% de
los casos, los farmacos ejercen su efecto al actuar sobre las enzimas para frenar la via
metabolica de la que forman parte, tal accion depende del tipo de inhibicion, geometria y grupos
funcionales de dichos inhibidores. Esta definicion excluye todos aquellos agentes que inactivan
a la enzima a través de desnaturalizacion de la molécula enzimatica. De esta forma, se conocen

dos tipos de inhibidores enzimaticos: (")

1. Isostéricos: ejercen su accion sobre el centro activo.
2. Alostéricos: ejercen su accion sobre otra parte de la molécula, causando un cambio

conformacional con repercusion negativa en la actividad enzimatica.

Los inhibidores isostéricos pueden ser de dos tipos segiin su mecanismo de accion:
irreversibles; modifican covalentemente a las enzimas produciendo cambios permanentes en
estas, de tal manera que su capacidad catalitica disminuye en funcion del tiempo de reaccion;
estos tipos de inhibidores pueden llegar a ser altamente toxicos, reversibles; que a su vez

pueden ser inhibidores competitivos, no competitivos y acompetitivos.

Inhibidor reversible: Se establece
E+1 4—' FI un equilibrio con la enzima libre, |
> con el complejo enzima-substrato
H
ES+1 «—— ESI 0 con ambos. :
Inhibidor irreversible: modifica
—>
quimicamente a la enzima. E+T <« E-S

La mayoria de inhibidores competitivos tienen analogia estructural con el sustrato natural
correspondiente a la enzima, por lo tanto al ser muy selectivos, los dos compiten por ocupar el
sitio activo de la enzima, este tipo de inhibidores son llamados antimetabolitos. Su accidon

inhibitoria depende de la concentracion del sustrato, de esta manera al aumentar la
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concentracién de esta misma se revierte la inhibicion. Ejemplos: Malonato y Oxalacetato.
También se encuentran algunos antagonistas competitivos de distintas enzimas como las sulfas,
las penicilinas, el metotrexate, el fluoruracilo, etc. La inhibicion puede ser revertida al aumentar

la concentacion del sustrato en este tipo de inhibicion

¥>ES—>E+P

[1]
. Inhibicién
Competitiva

Se caracteriza por incrementar el valor de la constante de
Michaelis (Km), sin modificar la velocidad maxima (Vmax);
el complejo El no es productivo

Los inhibidores no competitivos se combinan con la enzima libre o con el complejo enzima-
sustrato (ES), la uniéon de ambos casos se realiza en un lugar diferente al sitio activo; en este
tipo de inhibicion no importa si aumenta la concentracion del sustrato, de tal manera que no se

revierte el efecto inhibitorio.

E ES > [ E+P

I ‘\l T A
1
Inhibicién

no competitiva

EI ESI

r 1
AI/

El inhibidor se fija indistintamente a la enzima libre E y al complejo
enzima-substrato ES; ni el complejo El ni el complejo ESI son
productivos
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Los inhibidores acompetitivos 0 anticompetitiva se unen tnicamente al complejo enzima-
sustrato (ES) y forman un complejo inactivo enzima-sustrato-inhibidor, impidiendo la

transformacion ulterior del sustrato.

E| —» | ES E+P

1
|: Inhibicion

Anticompetitiva

ESI

El inhibidor sélo puede fijarse al complejo ES;
el complejo ESI no es productivo

Cuando una via metabolica es inhibida reversiblemente, permite concluir que el sustrato natural
se acumulara en un periodo de tiempo determinado, revirtiendo la inhibicién y a su vez el efecto
farmacoldgico. Por tal motivo en el disefio racional de nuevos farmacos, se busca la obtencion
de inhibidores irreversibles, con lo cual la enzima contintie inactiva a pesar de la concentracion
del sustrato y a su vez no muestre una alta toxicidad. Con la anterior, se han disefiado los
“antimetabolitos no clasicos”, donde no necesariamente tienen una estructura quimica similar al
sustrato; sin embargo, se respeta la parte molecular que va a ocupar el sitio activo y a su vez en
otra parte de la molécula pueda existir un grupo capaz de reaccionar covalentemente mediante
grupos electrofilos, con los principales nucledfilos (R-SH, R-OH, R-NH,) existentes intra o
extra del sitio activo de la enzima. Estos medicamentos tienen la propiedad de incidir en el
metabolismo celular, los Inhibidores enzimaticos suicidas (o inhibidores activados
enzimaticamente) pertenecen a este grupo, ya que poseen complementariedad con el sitio activo
de la enzima y a su vez son un pseudo-sustrato; es decir, el sustrato suicida se une al centro
activo de manera especifica al igual que el substrato o los inhibidores competitivos, una vez
unido al centro activo, la enzima transforma la molécula del inhibidor en una especie quimica
muy reactiva que modifica covalentemente a la enzima, inactivandola. Por tanto tienen (a) la

especificidad del inhibidor competitivo y (b) la potencia de los inhibidores irreversibles. [28]
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|.5 ANTAGONISTAS Y AGONISTAS.

La perfecta union entre un ligando y su receptor no puede garantizar que la respuesta
farmacolodgica sea la deseada, ya que muchas moléculas muestran una capacidad diferente para
iniciar una respuesta tras la formacion del complejo farmaco-receptor, en base en esto los
agentes farmacoldgicos se distinguen como: agonistas, agentes que se unen a su receptor y lo
activa produciendo un efecto farmacoldgico, sea relajacion, contraccion, secrecion o actividad
enzimatica; dentro de este grupo podemos encontrar a su vez a los agonistas parciales, los
cuales no pueden producir una activacion maxima de los receptores independientes de la
concentracion de ambos, debido a que presenta una eficacia menor a la de un agonista; agonista
inverso, es el agente que al unirse al receptor lo protege de cambios conformacionales que
impiden su activacion por otro agonista y finalmente tenemos al antagonista, el cual atenua el
efecto de un agonista. Esta capacidad diferencial para traducir la respuesta es atribuible a
cambios conformacionales en el receptor o a estados diferentes de asociacion del receptor con
complejos activos de proteinas. Por lo tanto, la definicion de receptor debe incluir tanto sus
propiedades tUnicas de reconocimiento como su funciéon primaria para traducir la uniéon de

ligandos dentro de la respuesta celular. %)

.6 SISTEMA NERVIOSO.

El sistema nervioso se divide en Sistema nervioso central (SNC) y Sistema nervioso periférico
(SNP), el primero esta formado por el Encéfalo y la Médula espinal, se encuentra protegido por
tres membranas, las meninges. El segundo estd formado por nervios, que recorren todo el
cuerpo y por ganglios, éstos parten del encéfalo y de la médula; se diferencian en que son fibras
aferentes y eferentes. Los Nervios son fibras formadas por varias redes de axones de las
neuronas; conectan el sistema nervioso central con los efectores y con los organos de los
sentidos. Los Ganglios son grupos de cuerpos de neuronas que se encuentran fuera del sistema
nervioso central. La accion integradora del sistema nervioso autonomo (SNA), es regulado por
centros encefalicos (hipotalamo y tronco encefalico); asi mismo, el SNP se encuentra dividido
en Nervios sensitivos (craneales y espinales) y nervios motores (craneales y espinales), los de

principal interés en este trabajo son los nervios motores espinales, en los cuales encontramos:

e Motores somaticos (El Sistema Nervioso Somatico), formado por el conjunto de

neuronas que regulan las funciones voluntarias o conscientes en el organismo; por lo
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tanto, inervan los musculos esqueléticos. Estos nervios estimulan o no al musculo, pero
no lo inhiben. Estan relacionados con los estimulos ambientales.

e Motores viscerales (El sistema nervioso auténomo), formado por un conjunto de
neuronas que regulan las funciones involuntarias o inconscientes en el organismo, por lo tanto
controlan los musculos lisos, el cardiaco y las glandulas. Estan formados por dos neuronas: una
preganglionar; su pericarion esta en el encéfalo o médula espinal y su axén (tipo B mielinica)
sale del SNC como parte de los nervios craneales o raquideos, y la posganglionar, segunda
neurona fuera del SNC, ya que su pericarion y dendritas se localizan en un ganglio auténomo,
donde forman sinapsis con una o mas fibras preganglionares. Su axo6n es una fibra de tipo C

amielinica. Véase Fig.8

Las motoneuronas somadticas s6lo liberan ACh como neurotransmisor, mientras que las
auténomas liberan ACh o noradrealina. Cabe mencionar que las neuronas de ambos sistemas
pueden llegar o salir de los mismos Organos si es que éstos tienen funciones voluntarias e
involuntarias. A su vez el SNA se clasifica en ganglios simpaticos y ganglios parasimpaticos,
sistemas que tienen funciones antagénicas. El sistema Parasimpatico forma parte de la zona
craneal y sacra. Aqui se establece la sinapsis entre las dos neuronas. Las fibras preganglionares
del SNP establecen sinapsis con neuronas postganglionares en ganglios terminales, de esta
forma se relaciona con la digestion, disminucion de la frecuencia cardiaca, etc. El sistema
Simpético (SNS) forma parte de la zona cervical, toracica y lumbar de la médula espinal. Es el
sitio de sinapsis entre las neuronas simpaticas preganglionares y postganglionares, de esta forma

se relaciona con las reacciones de lucha, aumento de la frecuencia cardiaca, etc.

MUSCULO LISO:

CONTRACCION O
MOTONEURONAS e
AUTONOMAS MUSCULO CARDIACO:
AUMENTO O DISMINUCION
DE LAFUERZAY FRECUENCIA
2 DE SU CONTRACCION
; * GLANDULAS: AUMENTO O
DISMINUCION DE SUS
SECRECIONES
NEURONA
gggggﬁéuowm GANGLIO POSIGANGLIONAR EFECTORES
MEDULA ESPINAL (MIELITICA) (AMIELITICA)
(A) SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO
MOTONEURONA
SOMATICA
(MIELITICA)
ACh
,5'. ACh:
MUSCULO
N ESQUELETICO
CONTRACCION

MEDULA ESPINAL

EFECTORES
(b) SISTEMA NERVIOSO SOMATICO

Divisién del SNP.
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[I. ANTECEDENTES

2.1 NEUROTRANSMISION COLINERGICA

Los neurotransmisores son liberados por impulsos nerviosos. Las ACh es el neurotransmisor de
todas las fibras parasimpaticos posganglionares; algunas simpaticas posganglionares, de los
nervios motores del musculo estriado y dentro del sistema nervioso central (SNC) de las células
piramidales de la corteza motora, ganglios basales y proyecciones del hipocampo al neocortex.
Desde el punto de vista general, la neurotransmision se da en 2 pasos: Conduccion; el impulso

nervioso pasa a través del axén, y la Transmision; que a su vez se subdivide en: *%

i . . Canal d-_a calcio Meurona
Slntesm, almacenarmento y Bulbo de voltaje postsinaptica

liberacion del

neurotransmisor. Neurona el ©
plica ﬁ"'

terminal

Recaptura del
neurotransmisor por
receptores presinapticos e
combinacion del transmisor Hendidura %
Vesicula sinaptica
con el receptor albitic

postsinaptico.

Inicio de la actividad
postsinaptica via canales
ionicos o proteinas G.

Destruccion o disipacion del
transmisor.

Lo anterior cobra importancia debido a la acciéon farmacologica relacionada con cada etapa

individual del proceso general.



2.2 ACETILCOLINA (ACh)

Es una molécula de bajo peso molecular, Véase Fig.9 la cual se sintetiza en formacion reticular
del tallo cerebral, y se libera en neuronas del Sistema Nervioso Periférico (SNP) y algunas en el
Sistema Nervioso Central (SNC). Es un neurotransmisor excitatorio en sinapsis como la unién
neuromuscular; en donde actua directamente para abrir canales de cationes de ligandos y es un
neurotransmisor inhibitorio donde sus efectos en los canales idnicos ocurren indirectamente
mediante receptores relacionados con la proteina G (por ejemplo: las neuronas parasimpaticas
del nervio vago “X” que inervan el corazon, la ACh desacelera la frecuencia cardiaca a través

de esta misma). "

Electrodensidad de la ACh

Los estudios de la ACh iniciaron en EE.UU. por Hunt (1900-1906) y en Gran Bretafia por Dale
en 1906-1914. Este ultimo cientifico compartié el premio Nobel de Psicologia y Medicina con
el farmacologo Germano Otto Loewi en 1914, quienes sintetizaron y descubrieron Ia
transmision quimica de los impulsos nerviosos. Seguido de este periodo, Bernard Katz (1911-
2003) descubrido que el neurotransmisor ACh se localiza en las terminaciones nerviosas en
forma de pequefios paquetes o cuantos, cada paquete se convierte en una muy breve sefial, la
cual ejerce su acciéon en el tejido blanco (fibra muscular). *? De esta forma la ACh es
sintetizada en las neuronas presindpticas por la uniéon de Colina, recaptada por un transportador
activo dependiente de Na', mas acetilCoA proveniente de la mitocondria por acciéon de la

Acetilcolintransferasa (ChAT').

+ ChAT v
CoA-$-CO-CH; + HO-CH,-CHyN-(CH;); —————> CH,-CO-0-CH-CH,N-(CHy); + CoA-SH

Acetil-CoA Colina Acetilcolina

" Del inglés, Acetilcholintransferase.
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En el humano se han encontrado 2 isoformas de ChAT Véase Fig.10 codificadas por un solo
gen, aunque entre ellas no se han establecido diferencias en cuanto a funciéon fisiologica o
mecanismos de regulacion y difieren por 118 residuos en el extremo amino terminal. Se ha
observado que la ChAT 82 kDa se encuentra en el nicleo, mientras que la ChAT 69 kDa, se

ubica en el citoplasma. 1** Y%

ChAT 82 kDa

La ACh que es sintetizada, sobre todo en el citoplasma neuronal, es captada y almacenada en las
vesiculas que se hallan concentradas en las terminaciones nerviosas como ya se indico. La
liberacion de esta, es desencadenada por la despolarizacion de las terminaciones nerviosas. La
despolarizacion permite el ingreso de calcio que es necesario para que se produzca el proceso de
liberacion. La vesicula de almacenamiento se fusiona con la membrana neural y la ACh es
liberada por el proceso de exocitosis. La ACh secretada difunde con rapidez a través de la
hendidura sinaptica hacia receptores ya sea nicotinicos o muscarinicos; esto a su vez,
despolariza la membrana postsinaptica y se genera un potencia de accion en la mayoria de las
veces. Cuando el canal se cierra, la ACh debe ser destruida inmediatamente para evitar una
estimulacion continua sobre la fibra nerviosa postsinaptica.. La inactivacion de la ACh

corresponde a la Acetilcolinesterasa (AChE), hidrolizdndola en Acido acético y Colina. **

* AChE ¥
CH;-CO-0-CH,-CH,-N-(CHj,), HO-CH)-CHyN-(CH;3);  +  CH,-COOH

Acetilcolina Colina Ac. acético
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2.2.] RECEPTORES DE ACETILCOLINA

Una vez en el espacio sinaptico a ACh se une a 2 tipos de receptores: muscarinicos (M), por ser
activados por la muscarina o nicotinicos (N), activados por nicotina. Estos a su vez difieren en
localizacion, mecanismo de sefalizacion y en la respuesta fisiologica o farmacoldgica que

desencadenan.

Schemiedeberg (1869) demostré que la muscarina estimula las terminaciones del nervio vago,
Dixon (1907) trabajé con el corazon de una rana y observo que la excitacion del nervio vago
inducia la liberacion local de un mediador quimico; conocido como colina, sustancia presente en
varios tejidos del organismo, el cual tienen una accidon similar a la muscarina, pero de manera
mucho mas débil. Incluso el acetil ester de colina (ACh) que tiene igual accion muscarinica es
mucho mas potente que la colina. Hunt (1900-6) encontré que la acetilcolina actia como
depresor en extractos suprarrenales. En el mismo afio, Dale (1906-14) la identific6 como una
sustancia depresora presente en el extracto de cornezuelo, encontrando que las respuestas a la
ACh imitaban todos los efectos de la estimulacion del nervio parasimpatico. Esta accion de la
ACh es llamada muscarinica o parasimtomimético. En cuanto a la organizacion del sistema
nervioso colinérgico, la subtipificacion de los receptores en este sistema se basé inicialmente en
la actividad farmacoldégica de dos alcaloides: nicotina y muscarina. Esta clasificacion se dio
mucho antes de la determinacion de las estructuras de estos antagonistas que se dan de forma
natural. Las actividades diferentes de los antagonistas atropina en los receptores muscarinicos y
d-tubocurarina en los receptores nicotinicos apoyaron el argumento de que existen multiples
clases de receptores para la ACh. Es asi como se conoce que la ACh interactua con dos tipos de
receptor: el sitio nicotinico de las uniones neuromusculares y de los ganglios auténomos y el
sitio muscarinico de los efectores parasimpaticos en el musculo liso y las glandulas. La ACh
interactiia en estos sitios debido a la flexibilidad conformacional de su molécula, propiedad que
no tienen la nicotina, ni la muscarina. Véase Fig. 11 y 12 Los derivados de la ACh que
contienen sistemas de anillos (como la nicotina y la muscarina), y que ademas son estructuras
mucho mas rigidas, dan inferencias despreciables respecto a cuales son los atomos y las

. . ” - - 36-38
distancias criticas para una accion farmacolégica dada. ¢ =*
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NICOTINA ACETILCOLINA

Estructuras moleculares de la ACh, Nicotina y Muscarina.

La estructura de los agentes bloqueadores de la nicotina tiene un patréon estructural comin a la
nicotina y acetilcolina respectivamente. En las estructuras encontramos un centro cationico a la
distancia de 5.9 A al sitio nucleofilico, que actiian como aceptor del puente de hidrogeno; en la
ACh y sus congéneres es el oxigeno del carbonilo y en la nicotina es el nitrogeno de la piridina.
En la serie muscarinica el atomo de oxigeno a 4.4 A del centro de carga positiva es el aceptor
del puente de hidrogeno. Por lo tanto en la ACh es el oxigeno del éster y en la muscarina el
oxigeno del anillo, ademas el metilo del anillo muscarinico refuerza esta interaccion. Un
ejemplo de farmacos antagonistas de ACh que tienen flexibilidad conformacional son la serie de

polimetilen-bismetonio. **!
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HsC NE (CH)n SN

CHs CHs

CHj

polimetilen-bismetonio

Estas moléculas simétricas, tienen dos grupos cationicos separados por una cadena alifatica
simple, el nimero de atomos de la cadena es variable; por lo tanto la potencia de los efectos

biologicos como bloqueo ganglionar y neuromuscular son variables.

Coma ya se menciond la ACh al ser liberada en las terminales de los nervios colinérgicos, e
interactuar con los receptores de la membrana postsindptica, ocasiona el movimiento del Na" al
interior de la célula y de K" hacia el exterior de esta. El resultado es una despolarizacion que si
excede el valor del umbral, lleva a una despolarizacion propagada en el elemento postsinaptico
(otra célula nerviosa, una célula muscular o un electroplax de las anguilas eléctricas y rayas).
Como ya se indico, los receptores de ACh son los nicotinicos; los cuales pueden ser bloqueados
por la tubocurarina (antagonista reversible), y los muscarinicos; pueden ser bloqueados por la
atropina. Véase Fig.13 Este tipo de antagonismo dirigido hacia el receptor no afecta a la AChE,

ya que los antagonistas y agonistas colinérgicos son cationes, los cuales se espera que

interactiien con residuos anidnicos en las macromoléculas. % 4!
\ / OH
N
o © o
(@] O
e
® OH
2C1 H/ \
a. b.

[RIEREH Antagonistas: a. nicotinicos (tubocurarina) y b. muscarinicos (atropina).
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En trabajos posteriores, se han aislado y estudiado a los receptores colinérgicos de los érganos
eléctricos (raya eléctrica: Torpedo), debido a su alto contenido de células electroplax (célula
muscular modificada); para esto usaron antagonistas y agonistas con relacion estructural a la

ACh. Para los agonistas usaron la muscarona:

(0]
CHj
v, o/
HsC C"—N——CH,
o) CH3
Muscarona

Este agonista interactia especificamente con los sitos nicotinicos y no puede ser degradada por
la AChE, pero si por la tripsina, fosfolipasa C y la quimiotripsina, por lo tanto se sugirié que el
receptor puede ser una fosfolipoproteina. En muchas investigaciones se prefiere trabajar con la
anguila eléctrica Electroforus para estudiar a los receptores de ACh, debido a que cada una de
las células electroplax son los suficientemente grandes para poder registrar sus potenciales de
membrana en un microelectrodo. El electroplax esta inervado aproximadamente por 5 x 10*
terminales colinérgicas, dando lugar aproximadamente a 10°-10'" contactos sinapticos. La
proteina receptora esta presente en cantidad de 10-20 pg /g de tejido fresco

. 42-44
aproximadamente.***¥

Los agentes anticolinesterasa son un grupo de inhibidores de muy amplia aplicacion, producen
acumulacion de Acetilcolina (ACh) en la hendidura sindptica y placa motora al frenar a la
acetilcolinesterasa (AChE), enzima responsable de hidrolizar a la ACh. Durante la Guerra
quimica se usaron insecticidas, como gases neurotdxicos, de accion inhibitoria irreversible de la
AChE. En la actualidad se usan como agentes terapéuticos en Glaucoma, Miastenia grave
(deficiencia congénita de la ACh) y recientemente en el tratamiento paliativo (mejora los

sintomas pero no proporciona la cura de tal enfermedad) de la enfermedad de Alzheimer. > *¢!
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2.2.1.1 RECEPTORES NICOTINICOS.

Los receptores nicotinicos (GMPc); cuya secuencia aminoacidica fue la primera en determinarse
por Noda, se localizan en los ganglios autébnomos parasimpaticos, simpaticos y en la placa
terminal de los musculos esqueléticos inervados por los nervios motores. El receptor es una
glucoproteina de membrana integral de peso molecular de aproximadamente 250 KDa,
compuesta por 4 subunidades diferentes, denominadas o, B, Y y 8, con una relacion de 2:1:1:1.
El receptor esta insertado en la membrana y se proyecta tanto al espacio extracelular asi como al
medio intracelular. Las unidades o contienen los sitios de uniéon con la ACh. Los receptores
nicotinicos tienen una distribucion pentamérica, Véase Fig.14 por lo que pueden estar formados
por uno o mas tipos de subunidades; aunque en el musculo solo existe un solo tipo de subunidad
a;, en el SNC se encuentran por lo menos 8 diferentes (a,- o) y tres del tipo B (B.-B4), aunque no
todas las combinaciones de a y  producen receptores funcionales, el nimero de permutaciones
funcionales posibles es suficiente para impedir una clasificacion farmacoldgica de todos los

subtipos.

Sifios de union de ACh

Espacio

extracelular

Liguido
biliar

Citoplasma

R EREN Distribucion pentamérica de los receptores nicotinicos.

Los receptores nicotinicos pueden dividirse en subtipos de baja, alta y superalta afinidad. Sean
Ny 0 Ny los receptores son canales i6nicos activados por ligando, los cuales al abrirse permiten
el paso de iones Na™ o Ca” para producir un potencial postsinaptico excitador (PPSE) o un

potencial de placa terminal (PPT). *”*! Véase Tabla 2
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Receptor

Tabla 2
LOCALIZACION, EFECTOS Y MECANISMOS DE ACCION DE LOS
RECEPTORES NICOTINICOS.

Ny

Ny

Localizacion Mecanismo de accion
Contraccion muscular Apertura de canales de
Placa Motora n 2+
Na o Ca
Ganglios vegetativos Despolarizacion Apertura de canal de Na"
Médula suprarrenal Secrecion de catecolaminas o Ca*
SNC Neuroproteccion (0232)
Memoria
Presinapticos Favorecen la liberacion de
ACh

2.2.1.2 RECEPTORES MUSCARINICOS.

La muscarina, es una molécula activa del hongo Amanita muscarina, cuyo efecto es similar al

esperado debido a la estimulacion de los nervios parasimpaticos postganglionares. Estos

receptores de la ACh se encuentran localizados en una gran proporcién en el musculo liso del

tubo digestivo y las vias urinarias, los bronquios, el iris, el musculo cardiaco y algunas

glandulas exocrinas inervados por nervios colinérgicos postganglionares. Se han descubierto y

clonado cinco subtipos (M;, M,, M3, M4, M5) de receptores muscarinicos, los cuales han sido

identificados en el cerebro humano:

A.

M;i: Se ubican principalmente en elementos postsindpticos localizados en tejido
nervioso, se encuentran ligados al sistema intracelular fosfoinositol, la cual esta
acoplada a la proteina Gq, que a su vez activa a la enzima fosfolipasa C(PLC);
receptor primario. Consecuentemente induce la utilizacion del Dialcilglicerol
(DGA) e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) como segundos mensajeros. Estos dos a la
par movilizan al Ca**" desde las reservas internas y Proteina cinasa C (PKC)
respectivamente.

M;: Son los receptores mas ampliamente distribuidos y se ubican en terminales
axonicas presinapticas en tejido cardiaco. Por su localizacion usa el sistema del
adenosin monofosfato ciclico, acoplado a la proteina G, la cual inhibe la adenilil
ciclasa y evita la formacion del AMPc.

M3y Ms: Se localizan en musculo liso. E1 M3 también usa el sistema del adenosin
monofosfato ciclico. EI Ms se desconoce su funcion fisiologica.
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D. My Se localizan en el pancreas, musculo liso, en la corteza y el hipocampo. Este

sistema también usa el sistema del adenosin monofosfato ciclico. Véase Tabla 3.

Cada subunidad funcional consiste en cuatro dominios helicoidales transmembranales ( M1 A

M4), los cuales forman la pared del canal i6nico. Este canal iénico se abre por el cambio de

conformacion alostérica ocasionada por la union con la ACh; asi mismo, también es permeable

al sodio y potasio.

Receptor

[50- 52]

Tabla 3

LOCALIZACION, EFECTOS Y MECANISMOS DE ACCION DE LOS

RECEPTORES MUSCARINICOS.

Localizacion

Efecto

Mecanismo de accion

M,

M,

M;

M,

Ms

Ganglios autébnomos
Estémago
Presinapticos
SNC

Corazon
SNC

Musculo liso
Glandulas
SNC

Gsnglios vegetativos
Pancreas
Endotelio

Utero
SNC

SNC

Despolarizacion
Secresion de HCI
Favorecen la liberac i6n de
ACh
No definido

Cronotropico, inotropico y

dromotrdpico negativo.

Contraccion
Secrecion
No definido

Vasodilatacion
Secrecion

No definido

Formacion de IP; y
DAG aumentando el
Ca’" citosolico.

Inhibicidn de la adenilil
ciclasa y activacion
indirecta de canales de
K+
Semejante a M,

Semejante a M,

Semejante a M;

[35]



2.2.2 ACETILCOLINESTERASA

En la actualidad las lineas de investigacion encaminadas a la obtencion de nuevos farmacos
toman como fundamento la teoria que explican que existen compuestos que poseen en su
molécula grupos similares al sustrato natural, lo cual les permite tener afinidad por los
receptores, y si cuentan a demas con un grupo funcional capaz de reaccionar covalentemente,
éstos se unen permanentemente al receptor. En este sentido, se han logrado grandes €xitos en la
sintesis de inhibidores enzimaticos con aplicacion terapéutica, debido a que mas del 50% de los

, , " . . 53, 54
farmacos actian en sitios activos de la enzima. 5% 3%

Sir Henry Dale (1914) descubrié que la enzima que degradaba los ésteres de colina (Ch), era
esencial en la neurotransmision en el sistema nervioso motor somatico y autdbnomo; asi mismo,
la llamo AChE, la cual era blanco de accion de la fisostigmina (eserina), con el objetivo de
aumentar la vida media de la acetilcolina; ya sea de los receptores muscarinicos o nicotinicos.
Por lo tanto, en los siguientes 75 afios los agentes inhibidores de AChE han sido usados como
agentes con fines bélicos, y recientemente como agentes terapéuticos e insecticidas. La familia
de las colinesterasas (ChEs) se subclasifican en acetilcolinesterasa (AChE) y en
butirilcolinesterasa (BuChE), lo cual toman como base la especificidad de hidrdlisis para la
ACh o la butirilcolina (BuCh), respectivamente. Varios inhibidores han mostrado también ser
selectivos para una enzima u otra. La AChE estd asociada primariamente con los sistemas
nerviosos y musculoesquelético, tipicamente localizada en las uniones sinapticas, sin embargo
también se localiza en plasma y eritrocitos, donde no se conoce su funcion, aunque es probable
que hidrolice ésteres exdgenos como lo hace la BuChE. La BuChE es sintetizada en el higado y

opera principalmente en el plasma. [55, 56]

Las formas homoméricas se encuentran como especies solubles en la célula, destinadas
posiblemente a la exportacion, o relacionadas con la forma exterior de la célula por medio de
una secuencia intrinseca de aminoacidos hidrofobos o a un glicofosfolipido. La AChE es un
polipéptido de 575 residuos con un peso molecular calculado de 6.56 x10* Da, se encuentra
entre las enzimas mas eficientes, tienen habilidad para hidrolizar 6 x 10° moléculas de ACh por
molécula de enzima por minuto, dando como resultado un tiempo de recambio de 150 ps. Asi
mismo, es una enzima alostérica, del cual se sabe poco de su modulacion por alosterismo, su
estructura primaria completa fue deducida de un ¢cDNA obtenido de Torpedo califérnica. *”
Véase Fig.15 El establecimiento de la secuencia de aminoacidos y la clonacién molecular
mostraron que solo un gen codifica a las AChEs de los vertebrados. Sin embargo, se encuentran
multiples productos génicos que difieren s6lo en sus terminaciones carboxilo y manifiestan

especificidades idénticas hacia los inhibidores.
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Acetilcolinesterasa; especie Torpedo californica. Tomada del OPM (Orientations of

database proteins in membranes).

La AChE existe en diferentes formas cuaternarias clasificadas como asimétricas (A4, A8 y A12)
y como globulares (mondémeros: G1, dimeros: G2, tetrameros: G4). Estas ultimas a su vez se
clasifican como formas G4 amfifilicas y G1 hidrofilicas dependiendo de sus propiedades
hidrodinamicas que a su vez difieren de las diferentes subunidades que las forman. En el SNC
se encuentran principalmente las isoformas G1 y G4; sin embargo, en la EA se incrementa la
Gl.

Existen dos clases generales de formas moleculares: oligdbmeros simples de subunidades
cataliticas (mondomeros, dimeros y tetrameros) y asociaciones heteroméricas de subunidades
cataliticas con subunidades no cataliticas, un ejemplo son las subunidades relacionadas con
lipido o con una subunidad tipo colagena. Las especies que contienen estructuras tipo colagena
consisten en tetrameros de subunidades cataliticas, cada una de las cuales esta unida por puentes
disulfuro a cada una de tres bandas de la subunidad estructural del tipo colagena. Esta especie
molecular, cuya masa molecular se aproxima a 10° Da es abundante en la 4reas de union del
musculo estriado. Otra forma heteréloga es un tetrimero de subunidades cataliticas unidas por
enlace disulfuro a una subunidad de 2 x 10* Da y enlazada a lipidos, al igual que la forma

glucofosfolipidica, ambas son proteinas de membrana.
La estructura tridimensional de la AChE deducida por difraccion de rayos X, muestra un centro

activo que es casi centrosimétrico en relacion con cada subunidad, y que reside en la base de

una garganta estrecha de cerca de 20A de profundidad.
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En la base de la garganta se encuentran los residuos de la triada catalitica: Ser200, His440 y
Glu327. Durante la hidrolisis enzimatica sobre el éster, se forma un intermediario tetrahédrico
entre la enzima y el substrato, que entra en colapso hasta un conjugado enzimatico acetilado con
liberacion concomitante de colina. El grupo acetilo es sensible al agua, y se genera acetato y

enzima activa. ** *! VVéase Fig.16

V
Glu327 His440 Ser200
NN @)
N O/<CH3
7
CH,
H.C CH
s v
~
HsC™ Acn,
Glu327 His440 Ser200
(_own o
3 o Intermediario
‘N \N_mKCH Tetrahédrico
§/ e 3
CH,
H,C CH OH
NP - CA
N
H5C CH, H3C +/CH2
N
N\
c
3 CH,
Glu327 His440 Ser200
K( /\ O)O Acilenzima
H F
—N /
N ol
Glu327 His440 Ser200
K\(O—H C) Intermediario
e} k/ \/\ : c Tetrahédrico
§/ H3
CH3CO, +H "
Desacilacion

Mecanismo catalitico en el centro activo de la AChE.

Glu =Glutamato; His =histidina; Ser= serina.
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El mecanismo catalitico es similar al de otras hidrolasas, en las cuales el grupo hidroxilo de la
serina es buen nucleofilico, por medio de un sistema de relevo de carga que abarca al grupo
carboxiglutamato, al imidazol de la histidina y al hidroxilo de la serina. En la actualidad se sabe
que el sitio activo contiene por lo menos 5 sitios mayores de union: a) un hueco oxaniénico
(OH), GIi118-Gli119-Ala201, ubicado en la entrada de la garganta y que se encarga de dar
estabilidad al intermediario tetrahédrico, que es liberado después de ser catalizada la hidrolisis
de ACh; b) Un sitio estearico (SE), que esta comprendido por la triada catalitica Ser200-His440-
Glu327, ¢) Un sitio anidnico (Sitio activo)de union del sustrato (SA), Trp84-Glul122-Phe201, que
contiene un pequefio numero de cargas negativas pero muchos residuos aromaticos, los cuales
hacen que la entrada de la garganta sea hidrofobica; tiene un radio aproximado de 4.5a7 A,y
posee la capacidad de abrirse y cerrarse permitiendo la entrada selectiva de moléculas (ACh e
inhibidores), Véase Fig.17 se sabe que se encuentra a unos 7 A de la base de la garganta la Phe-
230 la cual tiene una interaccion m-cation con el nitrogeno cuaternario de ACh, el edrofonio, el
E2020 y tal vez de la tacrina; d) un sitio activo selectivo para uniéon de grupos aromaticos
(SASA) ubicado cerca del sitio anidnico y esteratico de la base de la garganta; sin embargo, aun
no se conocen los residuos que lo integran, y que es importante para la union de sustratos arilos
y de otros ligandos aromaticos por interacciones n-m; y €) un sitio de union (Sitio activo) de
grupos acilo (SUA), Phe228 y Phe229, que se unen al grupo acilo de la ACh. Véase Fig.18
Junto a los cinco sitios activos, la enzima tiene un sitio anionico periférico (SAP), Trp279-
Tyr70-Tyr121-Asp72-Glu199-Phe290, localizado en el labio de la garganta y al que pueden
unirse 9-aminoacridina, 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina (tacrina); particularmente el Trp279,
estd a una distancia mayor de 20A del sitio. Un dato importante, desde el punto de vista
estructural de la garganta, es la existencia de la His-287 en el labio de la misma, que por previas
investigaciones, ha sido sustituido por cisteina en un proceso de mutagénesis, para determinar la
importancia de este aminoacido en la actividad catalitica de la AChE. Se sabe que la His-287
juega un papel importante en la seleccion del sustrato (ACh y butirilcolina), e incluso, es el
regulador de la entrada a la garganta tanto de sustratos como de los inhibidores que actian en la
base de ésta. Probablemente la His-287 sea el aminoacido que le confiere la capacidad de
apertura y cierre a la garganta, asi como también es probable que existan inhibidores que actuen

a este nivel.

Existen ensayos que han evidenciado que el SAP esta involucrado en el fendémeno de inhibicion
y activacion de sustrato a través de la union de un segundo sustrato. Esta funcion también puede
involucrar modificacion alostérica del sitio activo y con ello alteracion del paso del sustrato y
productos por bloqueo al acceso a la maquinaria catalitica. Recientes estudios in vitro han
sugerido que ademads de su funcion catalitica, el SAP tiene un importante papel no catalitico al

facilitar la formacion de la proteina f-amiloide (PBA) 12
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Representacion de la aproximacion de ACh a la garganta de la AChE
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2.2.3 BUTIRILCOLINESTERASA (BChE).

La BChE es una enzima con una semejanza de 60% con la AChE, conservando el sitio activo,
ubicado en la garganta de 20 A de profundidad como existe en la AChE; sin embargo, en este
sitio de la AChE los aminoécidos Phe-295 y Phe-297 cambian por Val y Leu en la BChE. El
papel fisiologico de la BChE no es claro, se sabe que hidroliza ésteres exdgenos (cocaina), ACh
y su sustrato, butirilcolina. Se han demostrado que en los pacientes con enfermedad de
alhzeimer (EA), la BChE estd incrementada en actividad y cantidad, lo que favorece la
disminucion de ACh en el espacio sinaptico. Por lo que una propuesta terapéutica, no es s6lo
inhibir a la AChE, sino también a la BChE y esto no es dificil de lograr dada la alta semejanza

. . . .. ,o . 4
estructural y funcional entre estas dos enzimas, particularmente en el sitio catalitico. [* *!

Normalmente la BChE en el SNC efectua el 20% de la hidrolisis total de ACh, pero existen
estudios que demuestran que en pacientes con EA, se puede incrementar hasta 40%. Es por eso
que las nuevas tendencias en la investigacion sobre la EA es la busqueda de farmacos
inhibidores de BChE, que también inhiben a la AChE como: tacrina, rivastigmina. Sin embargo
hay inhibidores selectivos sobre la BChE como: cymserina y MF-8622. Lo anterior tiene la
ventaja de que se podrian generar farmacos con minimos efectos adversos dado que la BChE

i . ., T . 65, 66
atn no tiene una funcién fisiologica definida. 1>

Actualmente se cuenta con farmacos inhibidores de ambas enzimas, pero, la terapéutica sigue
siendo paliativa ya que so6lo se mejora la calidad de vida del paciente con EA o se retarda la
incidencia de la enfermedad. Lo ideal seria prevenir el dafio neuronal y en el ultimo de los casos
restituir la funcion neuronal perdida. La terapéutica mas promisoria es disefiar farmacos que
frenen el autoensamblaje proteico, inhibiendo asi la produccion de B-amiloide o inhibir a los
genes que expresan tales proteinas. Sin embargo, se requiere de farmacos con caracteristicas
fisicoquimicas especiales. El sindrome de demencia por la disfuncion colinérgica central es el
hecho mas aceptado en la EA, ain cuando existen investigaciones que no han podido establecer
una correlacion totalmente confiable entre la severidad clinica de la demencia y magnitud del
déficit colinérgico. Como ya se ha mencionado, existen varios sistemas implicados en la
patogénia y fisiopatologia de la EA, sin embargo, el mas estudiado es el colinérgico. En esta
seccion se revisardn breve y esquematicamente las principales caracteristicas de la
neurotransmision colinérgica, lo que nos ayudara a entender las aproximaciones terapéuticas
que se han propuesto para tratar de incrementar la neurotransmision colinérgica que en la EA

(s 1 [67, 68
estd disminuida. [ %
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2.2.L SEMEJANZA ENTRE LAS COLINESTERASAS.

Los farmacos que mejoran la funcién colinérgica, como es el caso de los inhibidores de
acetilcolinesterasa tienen una gran semejanza estructural. Recientemente ha surgido la inquietud
de usar inhibidores de butirilcolinesterasa considerando que es una enzima que incrementa en
los pacientes con EA y que ademas no tiene funciones fisiologicas importantes. La AChE
predomina en el sistema nervioso central (SNC), placa neuromuscular y en eritrocitos, mientras
que la BChE es mas abundante en suero, pero también se encuentra en el SNC, su funcién no es
clara, aunque, cabe sefialar que la enzima estd incrementada en el SNC de los pacientes con EA,
lo cual explica el éxito que tienen los inhibidores de BChE. Lo anterior ha motivado a disefiar

farmacos que puedan inhibir a ambas ChEs y con esto evitar el uso de multiples farmacos.

Como se mencion6 anteriormente, en la base de la misma se encuentra la triada catalitica (Ser-
200, His-440 y Glu-327), un sitio anionico (Trp-84, Glu-122 y Phe-201) y otro que une a
grupos acetilo (Phe-228 y Phe-229). En el labio de la garganta existe el sitio anidnico periférico
(Trp-279, Tyr-70, Tyr-121, Asp-72, Glu-199 y Phe-290). Se sabe que también existe un sitio
activo que une a ligandos aromaticos, ubicado cerca del sitio anionico y esteratico de la base de
la garganta. La lista de inhibidores de las ChEs es amplia, sin embargo no son muy potentes (=
uM), son caros y ademas tienen alto grado de toxicidad. ®*** Entre la AChE y la BChE existe
una gran semejanza tanto estructural como funcional. Sin embargo, la AChE es selectiva para la
ACh mientras que la BChE tiene como sustratos la ACh, la butirilcolina entre otros. Una
diferencia estructural entre las dos ChEs en la garganta, es que la AChE tiene Phe-295 y Phe-
297 mientras que la BChE Val-290 y Leu-288. Estos ultimos aminodcidos, ademas de
incrementar la hidrofilicidad y disminuir la densidad electronica en la BChE, permiten que
exista un mayor espacio dentro de la base de la garganta; factor que puede estar implicado en el

. . ~ 71
reconocimiento de sustratos y ligandos de mayor tamafio. 7!
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2.5 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

2.3.] ANTECEDENTES.

Alois Alzheimer en 1906 descubri6 la enfermedad de Alzheimer (EA) a través de estudios
histopatologicos (estudios de los tejidos), La prevalencia de la enfermedad de Alzheimer
aumenta con la edad, 5 a 10% entre los 60 y 65 afios, 40 a 45% entre 85 y 90 afios. En Europa la
demencia presenta una incidencia del 10.7 por 1,000 habitantes al afio, 13.1 por 1,000 en
mujeres y 6.9 por 1,000 en hombres, con un crecimiento paralelo a la edad y en México la

incidencia es en adultos mayores de 60 afios manifestandose como demencia senil.

A nivel mundial, la incidencia va en aumento, por lo que el avance cientifico y tecnologico
requiere de obtencion de nuevas moléculas que aumenten la expectativa de vida. La edad es un
factor muy importante en el padecimiento de EA, la prevalescencia y la incidencia se duplica
aproximadamente cada 5 afios, después de los 60 afios. La prevalecencia aumenta en un 1 %
aproximadamente entre 60-64 afios, a 2 % en personas con 65-69 afos, 4 % de 70-74 afos, 8 %
de 75 a 79, 10 % en 80-85 afios y aproximadamente de 35-40 % sobre los 85 afios. La
incidencia se incrementa de un 2.5 % en personas con 75-79 afios a un 5 % en personas con 80-
85 afios y aproximadamente a 10 % en personas con mas de 85 afios. Dentro de los cambios
normales relacionados con la edad, los que pueden contribuir a incrementar los riesgos son la
pérdida de neuronas, sinapsis y de los dominios dendriticos de neuronas, reduccion en el
numero y medidas en los nticleos basales de Meynert, disminucion en la acetilcolina cortical, las
placas neuriticas, y raros “enredos” neurofibrilares confinados en el hipocampo. A nivel
histopatologico la EA se caracteriza por pérdida de memoria, desorientacion, alucinaciones,
trastornos de conducta, un grave trastorno del lenguaje, deterioro cognoscitivo progresivo y
finalmente la muerte, en base a esto y desde el punto de vista molecular se han dado grandes
avances que explican la etiologia y progresion de la EA. Sin embargo, el evento patogénico
clave que conduce a la EA aun es incierto debido a que es multifactorial y el sistema nervioso
central es muy complejo. Véase Fig.19 "> La EA, es una enfermedad degenerativa del SNC.
Se caracteriza por una serie de anomalias cerebrales que afectan de forma selectiva a regiones
especificas, en particular la neocorteza, el area entorrinal, el hipocampo, el nticleo amigdalino,
el ntcleo basal de Meynert, el talamo anterior y varios niicleos monoaminérgicos del tronco
encefalico. Se observa una marcada degradacion del sistema colinérgico y por alteraciones en la
funciéon de otros sistemas de neurotransmisores, tales como el glutamatérgico y el
serotoninérgico. Las principales caracteristicas neuropatoldgicas son: a) Las placas seniles: son
un grupo de neuronas distroficas y células gliales que rodean un nucleo de proteina f-amiloide
(BA) localizadas en la neocorteza, hipocampo, amigdala y nucleo basal de Meyner. Los cambios
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histologicos se asocian con la pérdida neuronal colinérgica que llega a la corteza y al hipocampo
proveniente de regiones basales. Y b) Los ovillos neurofilamentosos: El nucleo basal de
Meynert revela una predileccion por la pérdida neuronal, formacion de ovillos (degeneracion

neurofibrilar). Véase Fig.20

Existen multiples factores asociados a la EA, sin embargo la hipdtesis colinérgica es la que se
ha mantenido en boga, ya que estd bien demostrado la asociacion de la EA con el déficit
colinérgico secundario a la pérdida neuronal que conlleva a disminuciéon de ACh (acetilcolina)
en el espacio sinaptico, asi como también se ha observado disminucion de receptores nicotinicos
y muscarinicos a nivel presinaptico y posinaptico. Lo anterior se sustenta con estudios en
animales que han sido lesionados selectivamente en nucleos colinérgicos centrales, apoyando
asi esta teoria que aliin es objeto de discusion. La farmacologia de los sistemas colinérgicos,
especialmente el uso de antagonistas muscarinicos, refrenda el papel de la neurotransmision
colinérgica en los procesos de memoria y aprendizaje. "> La hipétesis colinérgica de la EA
emergio entre los afios 1976-1977 como resultante de la publicacion de tres trabajos que daban
cuenta de una marcada reduccion de la acetilcolintransferasa (ChAT) en la neocorteza e
hipocampo de pacientes con EA. Esta enzima cataliza la sintesis de ACh a partir de colina y
acetilcoenzima A y hasta hoy se considera un excelente marcador de actividad colinérgica asi
como de supervivencia de las neuronas colinérgicas. Posteriormente se establecio que el origen
de la mayor parte de las proyecciones colinérgicas a la corteza cerebral se halla a nivel del
ntcleo basal de Maynert ubicado en el cerebro basal anterior, y en algunos nucleos septales
vecinos. Véase Fig.21 El nucleo de Maynert es un grupo discontinuo de neuronas grandes,
multipolares en su mayor parte. Estudios de autopsia han informado pérdidas de 25 a 90% de las
células a nivel del nucleo basal en pacientes con EA; las neuronas sobrevivientes por su parte
presentan anormalidades vacuolares y degeneracion neurofibrilar. Resta por explicar la
selectividad de la atrofia del sistema colinérgico, restringida a las neuronas de proyeccion o de
axon largo. Al respecto, Wurtman ha postulado la hipdtesis del autocanibalismo de las
neuronas colinérgicas. Las neuronas colinérgicas poseen una caracteristica Unica respecto a la
utilizacion de colina: ésta no solamente es el sustrato de componentes basicos de la membrana
neuronal como fosfatidilcolina, sino que también es el sustrato limitante en la sintesis del
neurotrasmisor y reparacion de membranas. Pero si se produce una situacion de déficit de
colina, la neurona privilegia la sintesis de ACh llegando incluso a degradar la propia membrana
para obtener el sustrato. Esto llevaria a la exposicion de proteinas de membrana como la BAPP y
a la accion de proteasas calcio-dependientes con el consecuente aumento de BA y por lo tanto

amiloidogénesis. 77}
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Fendémenos asociados a la muerte neuronal en los pacientes con EA, (tomada de
Jeffrey, L. et al., New Eng. J Med. 2004).
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\ Niicleo basal de Heynert
Hipocampo

ImONVIEWAN Corteza cerebral en la EA: tincion inmunohistoquimica para la proteina b-amiloide
gue se deposita en las placas seniles y en las paredes vasculares y tincion inmunohistoquimica para
ovillos neurofilamentosos.

A. Vista del niicleo basal de Maynert. B. Demencia vascular: Infarto en la proximidad
del nucleo basal de Meynert.

Las evidencias que reflejan un trastorno metabdlico de las neuronas centrales colinérgicas de

axon largo en la EA se puede sintetizar de la siguiente manera:

La fosfatidilcolina estd en constante recambio.

b. La disponibilidad de colina estd marcadamente disminuida en pacientes con EA.

c. Los metabolitos de fosfolipidos de la membrana como glicerofosfocolina y
glicerofosfoetanolamina estan aumentados.

d. El transportador de colina a través de la barrera hematoencefalica disminuye con la
edad.

e. A nivel de las neuronas colinérgicas del niicleo basal se ha encontrado una disminucion
de acido ribonucleico mensajero (RNAm) que codifica para el receptor del factor de

crecimiento neural.
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Por otra parte la poca distancia existente entre el aparato de Golgi y la terminacion nerviosa en
las neuronas colinérgicas de axon corto permiten que los fosfolipidos del cuerpo neuronal

contrarresten el déficit de colina a nivel terminal, explicando asi su inmunidad al dafio. " *!

2.3.2 HIPOTESIS COLINERGICA.

El hecho de que los receptores incrementen o disminuyan en su densidad y/o afinidad, no
explican de forma suficiente la fisiopatologia de la EA. Se ha demostrado que la densidad de
receptores tiende a disminuir tanto en la EA como en el envejecimiento. Sin embargo, muchos
resultados aun son contradictorios. Existen 5 subtipos de receptores muscarinicos M1 a 5. Los
receptores M1, M3 y M5 estan acoplados a proteinas G mientras que los receptores M2 y M4

estan acoplados a la adenilciclasa.

Los estudios para discernir el subtipo de receptor que tiende a disminuir o aumentar en la EA
son complicados por falta de ligandos especificos, sin embargo, se ha logrado demostrar un
incremento de los receptores tipo M1 en el cuerpo estriado y la corteza temporal, interpretada
como una hipersensibilizacion que compensa la denervacion. Ademas se ha demostrado en estos
receptores cambios de transduccion. En los pacientes con EA existe un decremento en el
numero de receptores M2 presinapticos, lo cual se correlaciona con una disminucion de la
ChAT en la corteza frontal, temporal e hipocampo. Los receptores nicotinicos presindpticos son
canales i6nicos de 5 subunidades de origen protéico. Estos receptores tienen un decremento en
los pacientes con EA que se correlaciona con la disminucion de la ChAT, en el nucleo basal de
Meynert, putamen y corteza infratemporal, ademas existe evidencia de baja afinidad para la

nicotina, 8%

2.5.3 TRATAMIENTO DE LA EA

Anteriormente la idea de dar una terapéutica paliativa en la EA era esencialmente tedrica. Sin
embargo, en ultimos afios la explosion en el conocimiento de la neurobiologia ha sido
extraordinaria. Diversos grupos de investigacién en el mundo han disefiado farmacos que
prometen tanto en el area conductual como cognitiva, elementos de ayuda terapéutica efectiva y
segura, con algunos logros alentadores. A fines de 1990, once compaiiias estaban desarrollando

cerca de 16 nuevos medicamentos para la EA. Para 1994, la cantidad de farmacos que estaban
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en fases Il y I, incluyendo los que estaban en el mercado, sumaban ya 57. Sin embargo, a pesar
del tremendo esfuerzo invertido los beneficios a nivel de funciones cognitivas no han mostrado
su verdadero potencial. Lo anterior no es consecuencia de malos disefios farmacolégicos, sino

porque la EA esté asociada a multiples factores.

En un inicio, cuando se empez6 a comprender la fisiopatologia de la EA, se propusieron
inhibidores de AChE, pero gracias a los avances cientificos que se han alcanzado ultimamente
sobre la etiologia y fisiopatologia de la enfermedad, se ha propuesto el uso de una terapéutica
mas amplia, por lo que existen nuevos farmacos en las primeras fases de estudio, pero ain no se
tiene el modelo que pueda sustituir a los inhibidores de AChE, siendo hasta el momento los
unicos aceptados por la Food and Drug Administration (FDA) con excepcion de la memantina

(bloqueador de receptores N-metil-D-aspartato”’NMDA?”) para paliar a la EA.

A continuacion se enlistan los grandes grupos de farmacos propuestos en el tratamiento de la
EA como: neuroprotectores, antioxidantes (vitamina E, selegina, idebenona, xantinas y Ginkgo
biloba), bloqueadores de canales de Ca™ (nimodipina), estrogenos, antiovillos-antiplacas,
antiinflamatorios (naproxen, indometacina, refecoxif), antagonistas de receptores NMDA,

, . .. 4-
ondasentran, precursores de ACh, neurotrépicos (factores de crecimiento neural) y vacunas. ®

86]

2.3.3.1 TERAPEUTICA COLINERGICA DE LA EA

El nucleo subcortical de Meynert corresponde a la zona magnocelular donde se encuentra
la maxima concentracioén de neuronas colinérgicas. Estudios neuroquimicos han demostrado
que en la EA hay deficiencia de ACh y de la enzima que la sintetiza. La correccion de este

déficit se ha tratado de efectuar racionalmente mediante cuatro mecanismos.

a) Facilitacion de la sintesis a nivel presinaptico con precursores colinérgicos.
b) Agonistas de receptores nicotinicos.

c¢) Estimulacion directa de receptores para ACh del tipo M1.

d)Prevencion de la hidrolisis de la ACh usando agentes inhibidores de AChE.

Los farmacos usados como precursores colinérgicos como es el caso de colina-lecitina

han fallado irremediablemente.
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2.3.3.2 AGONISTAS COLINERGICOS.

Hasta este momento se usan agentes que inhiben a esta enzima incrementado asi la vida
media de la ACh en el espacio sinaptico, lo que aumenta la estimulacion de los receptores
nicotinicos y muscarinicos. También se ha demostrado que algunos inhibidores de AChE
son agentes neuroprotectores, debido a que la AChE y la BChE participan en la génesis del

BA. 17

Existe interés por los agonistas de los receptores muscarinicos y nicotinicos Véase Fig.22
en el tratamiento de la EA. Los receptores muscarinicos, especialmente los de tipo M1
tienen un papel importante en la memoria y el aprendizaje. La xanomelina es un agonista
selectivo M1 que ha demostrado efecto benéfico en los pacientes con EA, muy semejante a

los inhibidores de AChE, pero con multiples efectos adversos. **!

N/S\ N
A (]
O~ N

\ <

Agonista muscarinico xanomelina (izquierda) y nicotina (derecha).

2.L INHIBIDORES DE ACETILCOLINESTERASA.

Historicamente, los inhibidores de la AChE son el primer grupo de firmacos y los mas
desarrollados para el tratamiento de la EA. De acuerdo al concepto clasico del impacto de
los inhibidores de la AChE sobre la neurotransmision, el principal efecto de estos se asocia
con el aumento de la vida media y la concentracion del neurotransmisor ACh en el espacio
sinaptico lo cual conduce a una activacion de los receptores colinérgicos tanto nicotinicos y
muscarinicos, disminuidos en la EA. Sin embargo, la magnitud del efecto de los inhibidores
depende de la integridad de las neuronas sinapticas. Aparentemente éstas estan reducidas en
las etapas tardias de la enfermedad cuando se observa una disminucién significativa en el

numero de terminales de neuronas colinérgicas.
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Los inhibidores de la AChE cominmente usados pueden agruparse, de acuerdo con su

naturaleza quimica en los siguientes grupos:

1. Alcoholes aromaticos, simples portadores de un grupo de amonio cuaternario, como el
edrofonio.

2. Esteres del acido carbamico portadores de un grupo amonio cuaternario o terciario
(carbamatos) y de un anillo aromatico, como la neostigmina.

3. Derivados organicos del acido fosférico (organofosforados) algunos con anillo

aromatico, como el diisopropil fluorofosfato.

En general las propiedades farmacologicas de los agentes anticolinesterasicos se pueden
predecir si se conocen los sitios donde se liberan la ACh, el grado de actividad del impulso
y la respuesta en los organos efectores correspondientes. La primera generacion de
inhibidores de la AChE, tales como la fisostigmina, tacrina y airidina, inhiben no
selectivamente a la AChE, ya que inhiben a otra enzima de este grupo, la
butirilcolinesterasa. Amiridina y tacrina también bloquean los canales de potasio y, de
menor manera, los de sodio. Estos inhibidores tienen una actividad colinomimética parecida
a la de la muscarina. La eficacia de estos farmacos es moderada y se desarrolla lentamente.

Tienen efectos adversos pronunciados, tales como sedacion y hepatotoxicidad. %)

Una de las investigaciones mas populares para la obtencion de nuevos inhibidores de la
AChE es el incremento de selectividad en la inhibicion de la AChE con respecto a la de la
BuChE con el proposito de minimizar la toxicidad periférica. Este principio fue tomado en
cuenta para el desarrollo en la segunda generacion de inhibidores. Esta nueva generacion de
inhibidores, los cuales tienen una alta selectividad a la AChE, incluye Donepecilo,
Galantamina, Eptastigmina y Rivastigmina. El objetivo de las investigaciones fue disefiar
compuestos con una alta selectividad de inhibiciéon a la AChE cerebral, mas que a las
formas periféricas. Estos nuevos inhibidores han disminuido sus efectos adversos en

comparacion con tacrina.

En el disefio racional de farmacos son varios los factores a considerar. Estos se pueden
obtener al crear a los llamados pro-fairmacos, los cuales liberan lentamente el principio
activo a la sangre, un ejemplo de estos es el metriofonato (profarmaco del dimetil-2,2-
diclorvinilfosfato). Ademas de los inhibidores sintéticos, se ha aislado un producto natural,
el alcaloide llamado Huperazcina A. El compuesto exhibe actividad anticolinesterasa y esta

bajo investigacion para el tratamiento de la EA.®* *!
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Aunque la segunda generacion de inhibidores de la AChE difiere en su especificidad, ellos
tienen un rango similar de efectos adversos. Esto lleva a la conclusion de que la selectividad
de estos compuestos para inhibir a la AChE no afecta su aceptabilidad para uso clinico.
Evidentemente, el desarrollo del inhibidor 6ptimo esta limitado primariamente por el blanco
de su efecto. Los efectos adversos y depresivos de estos compuestos se deben a su actividad
como inhibidores de la AChE. Los efectos toxicos mencionados, y otros efectos adversos,
siguen planeando la necesidad de encontrar nuevos inhibidores anticolinesterasa efectivos y
potentes que superen dichas desventajas, ya sea con propositos terapéuticos o como

insecticidas, ademads de su alta utilidad en investigaciones cientificas relacionadas.

2.L.] FARMACOS: INHIBIDORES DE ACETILCOLINESTERASA.
Los inhibidores de AChE se clasifican en cuatro grupos, segun su relacion estructura-actividad:
A.- Inhibidores pseudo-irreversible (unién no covalente)

Esta categoria incluye un grupo de carbamatos que forman un complejo
carbamoilado con el residuo de Ser200 de la triada catalitica de AChE que se
hidroliza mas lentamente que la forma acilada resultante de la interaccion con

ACh. Dentro de este grupo tenemos a:

1. Fisostigmina. Es una amina terciaria, carbamato de primera generacion de
origen natural, fue el primer inhibidor de AChE aceptado como tal, con
algunos usos terapéuticos. Dadas sus caracteristicas quimicas, atraviesa
eficientemente la barrera hematoencefalica, pero su vida media es muy

corta (30 min), por lo que no fue aceptada por la FDA, para la terapéutica

de la EA.
(@]
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HsC
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Rivastigmina. Esta sustancia fue aprobada por la FDA en 2001, para ser
usada en la EA. Es mas afin hacia la AChE que la BChE, inhibiendo
preferentemente la isoforma enzimatica G1, que es la que predomina en el
SNC. Su dosis de sostén es de 6 a 10 mg por dia, se absorbe rapido y por
completo por via oral, no se metaboliza por el CYP450. Tiene una eficacia
similar a tacrina (THA) y donepezilo (E2020), sin embargo, sus efectos

adversos son, nauseas, vomitos, diarrea y dolor abdominal.

CH3 CHs

CH3 o

Ya existen carbamatos de tercera generacion como: fenserna, RO46-5934,
CHF2819 y P10350, que ademas de inhibir a la AChE, también interactian
con receptores M2 y de serotonina. Sin embargo, son muy caros y no han

pasado las pruebas preclinicas.

Eptastigmina. La eptastigmina igual que la quilostigmina y rivastigmina,
son carbamatos de segunda generacion. Es un derivado de la fisostigmina,
inhibidor de la AChE de tipo reversible, al administrarlo a pacientes con EA
se observa mejoria clinica; sin embargo, induce arritmias cardiacas asi

como trombocitopenia, por lo que se suspendi6 el uso de este farmaco.

Neostigmina. Es una amina cuaternaria; asi mismo, este Carbamato es de
segunda generacion, el cual produce una inhibicion de la acetilcolinesterasa
mediante la formacion reversible de un complejo ester carbamil en la
porcion ester de la parte activa de la colinesterasa. Actlia como un inhibidor
competitivo de la acetilcolinesterasa mediante un mecanismo de unién
similar a la de la misma acetilcolina. Hay una transferencia subsiguiente, sin
embargo, del grupo carbamato de la molécula de neostigmina a la parte
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éster de la acetilcolinesterasa. La neostigmina también se piensa que tiene
una accion presinaptica, produciendo un aumento del nivel de liberacion de

acetilcolina. !

Hs
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B.- Inhibidores irreversibles.

Esta familia de IAChE incluye una serie de organofosfatos que forman complejos

estables fosforilados con el residuo de serina en el centro activo de AChE, y cuya

desfosforilacion, es aun mas lenta que la descarbamoilacion. Dentro de este grupo

tenemos a:

1.

Metrifonato. Este compuesto es un pro-farmaco, de por si no-activo, que se
transforma  no-enzimdaticamente en 2,2-diclorovinil-dimetilfosfonato
(DDVP), la FDA finalmente no lo ha aprobado debido a problemas

detectados en el sistema respiratorio y en musculo en un grupo pequefio de

pacientes.
\\ OH
MeO\/P
MeO Cl
Cl Cl

C.- Inhibidores tipo-andlogos de estados de transicion (compuestos

organofosforados)

1.

El yoduro de m-(N,N,N-trimetilamonio)trifluoroacetofenona, su
potencia procede de la interaccion covalente y reversible con el residuo de
serina del centro activo de la enzima, formando un aducto hemicetalico,
tetrahédrico, que recuerda el estado de transicion en el mecanismo mismo
de la enzima. No obstante, el cardcter idnico de este compuesto impide su

paso por la barrera hematoencefalica.
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CF,

2. DFP (Diisopropilfosfofluorato). Inactiva irreversiblemente a la AChE, es

muy liposoluble, de bajo peso molecular y su volatilidad facilita su

inhalacion, absorcion transdérmica y penetracion al SNC.

m

O/ ™~

p— OCH(CHs)2
OCH(CH3),

3. Paration. Quimicamente es inactivo, por lo que se requiere la sustitucion

del azufre por el oxigeno en el higado para obtener el metabolito activo:

paraoxon. Es un compuesto muy toxico.

[93]

NO,

4. Edrofonio. Farmaco cuaternario cuya actividad se limita a sinapsis del

sistema nervioso periférico. Su accion farmacologica es breve debido a su

rapida eliminacion por rifiones.

HO

[94]
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D.- Inhibidores Reversibles

A diferencia de los anteriores, estos interaccionan con la enzima cerca del sitio

catalitico, sin producir complejos covalentes. Tres son las grandes familias en este

grupo: A) tacrinas (analogos de aminoacridinas), B) las N-bencilpiperidinas y C)

algunos alcaloides. 1!

a)

Tacrina. La tetrahidroaminoacridina (THA) o tacrina, fue el primer
farmaco aprobado por FDA en 1993, su dosis fue de 80 mg por dia. Esta
sustancia inhibe tanto a la AChE como a la BChE. La aprobacion de
tacrina por la FDA, se baso en tres estudios multicéntricos, sin embargo
en los mismos estudios se observd incremento de transaminasas
hepaticas, que se corrigieron una vez suspendiendo el firmaco, lo que
ocasioné que se suspendiera su uso en el tratamiento de la EA. En el
analisis por rayos-X del complejo tacrina-AChE se observa que tacrina se
dispone paralelamente entre los restos de Trp84 y Phe330, el atomo de
nitrégeno heterociclico estd formando un puente de hidrégeno con el
grupo carbonilo de la cadena mas larga de His440, y el grupo amino

forma un puente de hidrégeno con una molécula de agua.

NH,

A

=
N

Donepezilo. Aprobado por la FDA en 1996 para tratar a la EA, Inhibe
selectiva y reversiblemente a la AChE tanto G1 como G4, es el primero
de una nueva clase de inhibidores de AChE no relacionada quimicamente
con la THA, su dosis es de 5 a 10 mg por dia. Se absorbe bien por via
oral, tiene una vida media de 70 h. Es metabolizado por los citocromos
CYP2D6 y 3A4. Con este farmaco hasta un 80% de los pacientes tiene
mejoria clinica. Algunos estudios han documentado que sus principales
efectos adversos, son diarrea, vomito, mareo, insomnio, calambres
musculares, cansancio y anorexia. Se ha observado por rayos-X que el

complejo donepezilo-AChE, donepecilo adopta una singular orientacion,
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situdndose desde el centro anidénico del centro catalitico hasta el sitio
periférico de AChE, interaccionando con distintos restos aromaticos de
los diferentes aminoacidos aromaticos y moléculas de agua. Se observa
que el grupo bencilo se dispone en una posicion paralela, dando lugar a
una interaccion p-p, con el anillo indodlico de Trp84 y, por lo tanto,
”ocupando” el sitio de union de los grupos cuaternarios en el centro
activo; el nitrogeno cuaternario del anillo de piperidina genera una
interaccion cation-p con el resto de Phe330; finalmente, el anillo de
indanona se dispone paralelamente (interaccion p-p) con el anillo de

indol de Trp279 en el sitio periférico.

N 0
ch,
HCI
CH,
o
0

Galantamina. Es un farmaco que ademas de inhibir a la ACHE es un
agonista de los receptores nicotinicos presinapticos, de manera directa,
incrementando asi la liberacion de ACh. Este farmaco ya esta aprobado
por la FDA, para ser usado en los pacientes con EA. La Galantamina se
une a la base del sitio activo interno de la enzima interaccionando con el
bolsillo de unién del grupo acilo y con el sitio de uniéon del grupo amonio
cuaternario. Sin embargo, la amina terciaria interacciona por medio de
una molécula de agua con los restos de Trp84 y Phe330. Otros puntos de
contacto son los puentes de hidrogeno del oxigeno del grupo metoxilo y
del grupo hidroxilo de Ser200, y entre el grupo hidroxilo del anillo de

ciclohexenol y el grupo carboxilico de Glu199.

HaCO
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b) Huperzina. Derivada del licopodio chino ( Huperzina serrata). Aislada
por primera vez en 1948 por cientificos chinos. No puede ser
administrada a personas con presion arterial alta o enfermedad hepatica o
renal severa. Es muy potente, de larga accion, baja toxicidad, que
aumenta las funciones cognitivas en humanos y animales, y que exhibe
neuroproteccion en neuronas de hipocampo y cortex cerebral. En el
analisis por rayos-X del complejo huperzina A-AChES 2 se observa que
el grupo amino interacciona con los anillos aromaticos de Trp84 y
Phe330, hay un puente de hidrogeno entre el grupo carbonilo del ligando
y el grupo hidroxilo de Tyr130, una interaccion entre el grupo etilideno y
el oxigeno principal de His440, y varias moléculas de agua

interaccionando con distintos residuos en el bolsillo catalitico.

CH,

2.5 ANTECEDENTES QUIMICOS.

En el presente trabajo se menciono que la Acetilcolinesterasa contiene dentro de la triada
catalitica binucléofilos (Nu = R-SH, R-OH, R-NH,), los cuales reaccionan con
electrofilos (E) presentes en los sustratos correspondientes. Esto se conoce debido a las
investigaciones que se suscitaron alrededor de este tema, y que son por lo tanto la base

del presente trabajo.

El conocimiento de la AChE y su accion sobre la ACh, ha permitido el desarrollo de
varios grupos de farmacos inhibidores de esta, con el objetivo de estudiar el efecto de los
diferentes sustituyentes de este grupo de inhibidores para obtener el o los compuestos
con mayor afinidad al receptor (AChE). Uno de los trabajos pioneros en el campo de la
sintesis de inhibidores enzimaticos no clasicos es de B. R. Baker™, quien considera que
el antimetabolito no necesariamente debe tener completa similitud estructural con el
sustrato natural, mientras conserve la porcion que interaccionara en el sitio catalitico y/o

sitios activos de la enzima. En efecto, la idea era obtener inhibidores potentes que
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reconozcan el sitio activo de la enzima con una propiedad adicional, es decir, que tengan
en su estructura un electréfilo. Por lo tanto la formacion del enlace covalente entre el
receptor y el farmaco constituye la base del disefio de inhibidores irreversibles dirigidos
al sitio activo de enzimas. Para ello se toma como base el sustrato natural o una molécula
con relacion estructural a dicho sustrato. Esta parte de la molécula es la que da el
reconocimiento enzima-inhibidor, mientras que la otra porciéon de la molécula es la que
participa en la formacion del enlace covalente y por consiguiente es la que da la
inhibicion irreversible. Dicha porcion de la molécula funciona como electréfilo (E) y es la
que relaciona con los bionucleodfilos (Nu) existentes en el sitio activo de la enzima.

[8, 15, 45, 46, 57, 58, 74, 87, 110] se han enfocado

En base a lo anterior, las investigaciones
principalmente a la sintesis de maleamidas, fumaramidas, isomaleimidas y maleimidas,
con el fin de obtener un farmaco que inhiba a la AChE especificamente, con propiedades
farmacologicas, mejores a los anti-AChE existentes, y que puedan ser usados en un
futuro, en enfermedades cuya concentracion de ACh este disminuida o se carezca de

receptores para este neurotransmisor.

R
o Q '
| N (@]
o] N~
\  OH HO \ i\ ,
o o) o) o)
Maleamida Fumaramida Isomaleimida Maleimida

Los cuatro grupos anteriores comparten la propiedad de unirse covalentemente a un
centro nucleofilico, debido a que son muy reactivos por la presencia del doble enlace en
posicion a, B con respecto al carbonilo, lo que les permite llevar a cabo reacciones de

1°°!, Para la porcion de la molécula (R) que da el reconocimiento con

adicion tipo Michae
la enzima se usa la materia prima relacionada estructuralmente con la acetilcolina (ACh).

Esta materia prima es una anilina sustituida como se muestra a continuacion:

O
)L OH OH OH
o CH; NH,
+.CHs NH,
HC~ CHy N,
ACh o-aminofenol m-aminofenol  p-aminofenc
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Sin embrago, el hidroxilo puede sustituirse con grupos electroatractores (COOH; NO,) o
electrodonadores (OCHj3; H), con el fin de estudiar los efectos de los sustituyentes en el
reconocimiento de la molécula con la AChE. En la actualidad estos inhibidores han
adquirido importancia, no solo como plaguicidas, sino en el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer, caracterizada por un trastorno neuroldgico con pérdida del control de

algunos reflejos, la memoria y el lenguaje.

Estos compuestos, derivados de las anilinas sustituidas se probaron in vivo, ex vivo e in
vitro, encontrandose que actfian como agonistas directos a receptores muscarinicos tipo
M de acetilcolina, por estar implicados en las alteraciones mentales tipo Alzheimer "
.Asi mismo, existe la descripcion del estudio espectroscopico por RMN de cada serie de
amidas aromaticas, isomaleimidas y maleimidas, las cuales son mostradas mas adelante

en este trabajo.

En la sintesis descrita para maleamidas, la tunica variante es el disolvente utilizado y la
amina que se hace reaccionar con el anhidrido maléico para formar el 4cido maleamico.
Entre los disolventes mas comunmente utilizados estan: metanol, etanol, 4cido acético y

8 En todos los casos se obtienen rendimientos del 90 al 95% del

metiletilacetona
producto purificado, de tal manera que el criterio de eleccion del disolvente se basa en la
solubilidad de la amina y el anhidrido maléico. Se ha reportado que la transformacion cis-
trans (Z-E) de oleofinas se puede dar por varios métodos con buen exceso
diasteromérico®. Estos resultados son particularmente buenos, cuando se usan acidos de

. . 100
Lewis como catalizadores!'*”!

; sin embargo, existen informes de que la isomerizacion del
maleato de dietilo a fumarato de dietilo no tienen lugar bajo dichas condiciones de
reaccion, probablemente debido a que el 4cido de Lewis interacciona preferentemente con
el oxigeno mas que con el par de electrones del enlace carbono-carbono. Sin embargo,
existen pocos informes de la transformacion Z-E de maleamida a fumaramida, se tiene el
antecedente que al usar una gota de acido sulfurico concentrado, como catalizador, se

tiene la transformacion en acido acético a reflujo.

Las imidas se consideran como diacil derivados del amoniaco o de aminas primarias, con
pérdida de una molécula de agua, como antecedente se tiene que la sintesis que arroja un
gran rendimiento, es aquel que aprovecha la reaccion retro Diels-Alder a bajas
temperaturas. Las maleamidas N-sustituidas, tanto alifaticas como aromaticas se obtienen
haciendo reaccionar anhidrido maléico con la amina en cuestion. Con este método se
obtiene primero el acido maledmico, cuya deshidratacion conduce inicialmente a la

isomaleimida y posteriormente a la maleimida correspondiente. La formacion de la
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isomaleimida depende del acido maleamico del que se trate y de las condiciones de
deshidratacion. Los principales reactivos para deshidratar son: anhidrido acético en
presencia de acetato de sodio anhidro, N,N-diciclohexilcarbodiimida, cloruro de

101" pentoxido de fosfato!'”!. En el presente trabajo se eligio la mezcla anhidrido

tionilo
acético/acetato de sodio, ya que proporcionan buenos rendimientos y condiciones de
reaccion suave. En dichas condiciones al iniciar la ciclizacion, primero se obtiene el
producto cinético (isomaleimida) y al aumentar la temperatura se obtiene el producto
termodinamico (la maleimida). '%*!

Se ha demostrado que las maleamidas y maleimidas no presentan mezcla diasteromérica
Z, E; sin embargo, la isomaleimida puede presentar los dos diasteromeros, siendo el

mayoritario el estereoisomero Z.

En cuanto al funcionamiento de la AChE en presencia de los inhibidores, se tiene el
antecedente teorico de que esta confunde a los compuestos con la ACh. Sin embargo, la

ACh puede existir en cuando menos tres conformeros energéticamente favorecidos.

CH
HsC 3
3 \+/
N——CH,; HaC o
H H € CHy 9 HAC
H3C\\‘./ \+/(:H3
H H N N——CHj
0 H © o H
H H
Anti Gauche

De las tres, la conformacion gauche es la mas favorecida energéticamente, debido a las
interacciones atractivas entre el nitrégeno cuaternario y el oxigeno esteratico. Tomando
en cuenta que en investigaciones anteriores las maleamidas y maleimidas (precursoras de
las maleamidas acetiladas) son estructuras rigidas, casi planas y que los compuestos orto
se relacionan con la conformacion gauche de la acetilcolina, mientras que los meta con
una conformacion intermedia entre gauche y anti, y los derivados de para se relacionan

con el conformero en anti.

Sin embargo experimentalmente se demostrd que la hidrélisis de la ACh ocurre con la
conformacion completamente extendida del sustrato (conformacion anti), mientras que la
conformacion gauche es poco adecuada para el acoplamiento de la enzima. Lo anterior se
describe por las Ki obtenidas experimentalmente, donde los derivados amidicos e
imidicos 0rto no presentaron actividad inhibitoria considerable, los meta presentaron
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potencia intermedia (Ki=1.38x10°M) y los compuestos para presentaron mayor
capacidad de inhibicion (Ki=4.5x10"M), todos ellos derivados del aminofenol
monosustituido. A la par, los resultados arrojados por diferentes investigaciones
demuestran que los compuestos saturados son menos toxicos que los compuestos

insaturados, esto se le atribuy6 al carbonilo a-f insaturado.

Como ya se mencion6 anteriormente la AChE puede ser inhibida por una amplia variedad
de compuestos, los cuales presentan algunas caracteristicas estructurales en comun.
Considerando estas similitudes, se observd que los derivados amidicos sustituidos en la
posicion 4 del anillo fenilo cumplen con varias caracteristicas que comparten los
diferentes inhibidores de la AChE. En primer lugar, nucleo ciclico principal, el cual es
comunmente encontrado en inhibidores irreversibles selectivos; este se encuentra
bisustituido por dos grupos principales, el primero la amida y el segundo por un grupo
ester, con lo que se obtiene un patrén estructural similar al observado en diferentes

familias de inhibidores.

Los grupos funcionales juegan un importante papel en el reconocimiento molecular, por
lo que se eligié un grupo funcional comiinmente observado en el sustrato natural (ACh),
el grupo éster. Este grupo fue considerado como probable determinante de la afinidad por
la AChE, por lo tanto se incorpor6 en el anillo bencénico como clave para la actividad de

muchos inhibidores selectivos.
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[11. JUSTIFICACION

Una estadistica real de incidencia de Alzheimer en México no existe, esto representa un
problema en todos los ambitos de la investigacion y en clinica; por lo tanto para tener una
nocion parcial del problema, se han realizado calculos que consideran la frecuencia mundial de
la aparicion de la enfermedad a los 65 afios. Es decir, Se calcula la frecuencia de 5% en la
poblacion de 65 afios (Segun el INEGI), lo cual da un valor aproximado entre 300 o 350 mil
personas con EA. Ante esto se hace notar que el resultado solo es un valor calculado, lo cual no
toma en cuenta el parametro de la mezcla étnica (dato que es desconocido adn), y que puede
influir en la frecuencia de aparicion de la EAL Por otro lado, no existe ninguna medida
terapéutica que permita mejorar la calidad de vida de los pacientes con EA; aun cuando esta
enfermedad tiene multiples etiologias que convergen generalmente en disminucion de la ACh
ylo falta de receptores de la misma en la membrana pre o postsinaptica, no se conoce con
exactitud la fisiopatologia de esta enfermedad y los farmacos usados tienen multiples
desventajas. En la actualidad existe una amplia variedad de inhibidores de AChE aprobados por

la FDA, pero aun no se tiene el ideal para dar una terapia 6ptima a la EA.

La incidencia del disefio de farmacos bajo estudios de relacién estructura-actividad, ha
permitido disefiar sustancias biolégicamente activas. Para lograr este objetivo se consideran
factores electronicos, de geometria, el coeficiente de reparto, el impedimento estérico, las
distancias interatémicas, la densidad electronica, la acidez, vibracién interatomica, volumen

molecular, los cuales juegan un papel importante en el reconocimiento por el receptor.

Los estudios basados en datos de modelaje molecular y de analisis cuantitativo de la relacion
estructura-actividad han permitido disefiar este patrén de reconocimiento, en el cual, se han
obtenido importantes datos de agentes terapéuticos derivados de los compuestos mencionados
en la tabla 1. Por esta razén se ha optado por estudios de simulacion molecular asistida in silico
con el proposito de encontrar moléculas lider de una forma eficiente y relativamente

econémica.

El disefio de nuevos farmacos anti-ChE buscan optimizar tanto la sintesis como la actividad
bioldgica; para lo cual, se sintetizan una serie de compuestos estrcuturalmente relacionados y se
analiza el QSAR. Lo anterior se ve reforzado por el reconocimiento molecular “Docking” entre

la estrcutura tridimensional de la enzima AChE y los compuestos propuestos. Es necesario

! Datos Proporcionados por el Dr. Jorge Guevara del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia de
Meéxico (INNyN). 2007
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resaltar que la posicién tridimensional del inhibidor en el sitio activo de la enzima, varia entre
las diferentes clases quimicas; asi mismo, se ha encontrado la importancia de las moléculas de
agua en la determinacién de esta disposicion tridimensional. La informacién de las interacciones
enzima-inhibidor seran Gtiles para comprender la complejidad del sistema entre la estructura y
la actividad de nuevas clases quimicas de inhibidores de AChE, especialmente de disefio de
novo Yy de construccion hibrida. De esta forma, se evidencia la conveniencia de buscar nuevos
inhibidores de acetilcolinesterasa cuya accidon sea mas especifica, potente y durable, cuyos
efectos indeseables sean minimos y con las caracteristicas fisicoquimicas que les permitan llegar
hasta el SNC, por lo tanto, en este trabajo se propone el disefio, la sintesis de las N-arilimidas;

derivada del p-aminofenol, y probar sus efectos colinérgicos. %" 1%
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IV.PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

En un inicio, los inhibidores de AChE Ilamaron importantemente la atencion de los
investigadores por sus aplicaciones bélicas en la segunda guerra mundial. Posteriormente se
propusieron para tratar enfermedades que requirieran del uso de anticolinesterasicos asi como
insecticidas, pero por los efectos tdxicos como: neurotoxicidad, nefrotoxicidad, efectos
parasimpaticos agudos y citotoxicidad (organofosforados), hepatotoxicidad y miopatias
(tacrina), se limité su uso. Tal toxicidad se potencializa, por las caracteristicas fisicoquimicas
gue algunos presentan como son: alta volatilidad, alta liposolubilidad, e inactivacién de

esterasas diferentes a la AChE, como en el caso de las serin-proteasas.

La AChE es una serin hidrolasa, en su accidn catalitica se involucran pasos de acilacion-
desacilacion en un residuo de serina en la triada catalitica. En el centro catalitico de las
proteasas, al igual que las esterasas, el grupo —OH de la serina forma parte de un enlace de

hidrégeno en la triada catalitica. 1**

Véase Fig. 23 EIl papel principal de la AChE es la
terminacion de la transmisién del impulso en las sinapsis colinérgicas por rapida hidrolisis del
neurotransmisor; por lo tanto, ha sido un blanco importante para el disefio racional de
inhibidores basandose en el mecanismo de accién, entre éstos se encuentran organofosforados,
carbamatos, sales de amonio cuaternario, edrofonio, tacrina y huperazina A, entre otros. En la
Tabla 1, se ilustran las diferentes caracteristicas quimicas de los compuestos mas conocidos
como inhibidores de AChE empleados en la EAM™®  En relacién a las caracteristicas
quimicas de los inhibidores de AChE mostrados en la Tabla 4, se observa que todos contienen
un anillo aroméatico y un atomo de nitrégeno; este eventualmente pudiese adquirir carga
positiva lo que incrementa el reconocimiento con la AChE. Por otro lado los anillos aromaticos
tienen interacciones de tipo m-n con los aminodcidos de la misma naturaleza (sitio de unién a
ligandos aromaticos) contenidos en la AChE, Esto ilustra la importancia que juegan estos

componentes quimicos, en este grupo de farmacos.
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Neostigmina

- =

d

-glu-NH-‘CH-CO-ala-

CH,
0
¢ =N(CH;),
0
+
+ N (CH3)3 OH

Hirélisis de la ACh por la colinesterasa y modo de accién de dos inhibidores

a) Sitio activo de la enzima, b) Regeneracion de la enzima por hidrélisis, c) Inhibicién irreversible
por DFP “isoflurofato” y d) Inhibicion reversible por Neostigmina.

TABLA L

DIFERENTES CARACTERISTICAS QUIMICAS DE INHIBIDORES DE ACHE CON UNA CARAC
TERISTICA COMUN (ANILLO AROMATICO Y N).

Nombre

Fisostigmina

Tacrina

Donezepil (E2020)

Galantamina

Rivastigmina

Estructura Ki
Hz
e | 1.50x107M
NN ’
CH; CHy
NH,
cﬁﬁg 7.70x10M
=
N
OOy
o He 6.70x10"°M
Vadkl
0
3.60 x10'M
HiC 3 O. IL 3 CH.
>y T ~ 4.30x10°M
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Para el disefio de los compuestos aqui propuestos se consideraron factores determinantes para la
actividad AChE como:

= La similitud estructural entre la ACh, los compuestos propuestos y la neostigmina;
considerando que la distancia existente entre el oxigeno del grupo éster y el nitrégeno
cuaternario de la ACh y los farmacos en estudio es un factor importante a considerar, ya
que esto les permitira acoplarse dptimamente al sitio activo de la AChE e inhibirla.
Véase Fig. 24 En este campo se ha demostrado la mayor potencia inhibitoria de los
derivados de aminofenol sustituidos en posicién para en comparacion con los meta y

los orto, que no inhiben

ACh

O

JCJ)\ (@] (@] o
\'r o] )ko )ko )ko HO \
» O

HO o
- (@]

ZT

il
™~
0
Neostigmina

p-OAc-amida m-OAc-amida 0-OAc-amida

Relacion estructural entre acetilcolina, las amidas propuestas y la Nesotigmina.

= El efecto de los sustituyentes sobre la actividad inhibitoria de los precursores de los
compuestos propuestos ha sido muy estudiado.[® 5 45 46 57, 58 71, 74, 87, 110]  ga pa
demostrado que los grupos electrodonadores enriquecen la densidad electronica del
anillo aromatico, aumentando la afinidad por la enzima, y como consecuencia un
incremento en la actividad inhibitoria. Contrario a los electroatractores; sin embargo,
una excepcion es el grupo OAc en estos compuestos, por su gran relacién estructural
con la ACh.

= El aminofenol y sus derivados presentan en su estructura regiones molecularmente

similares a las regiones de acoplamiento del sustrato natural, se considera que ello les
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permitira acoplarse con el sitio activo de la acetilcolinesterasa e inhibirla,
comportandose como bioisdsteros (mas similares en su actividad bioldgica que en sus
propiedades fisicoquimicas) de ACh. Es decir, el nitrégeno cuaternario tanto en la
ACh como en la neostigmina es escencial para la interaccién con la enzima; aunque lasu
prescencia impide el paso de los compuestos a través de la barrera hematoencefélica.
Por lo tanto la obtencién de moléculas sin carga fija pueden favorecer la liposolubilidad
y el reconocimiento con la enzima, por su capacidad de generar carga positiva, como se

muestra a continuacion.

= Finalmente, la actividad biolégica mostrada por las arilmaleamidas, permite proponer la

sintesis de analodos para evaluarlos como posibles inhibidores de la AChE.
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HIPOTESIS

Si AChE reconoce el ligando que tiene en su estructura grupos aromaticos y al menos
un atomo de N, es posible que los derivados arilicos que aqui se proponen tengan
afinidad por esta enzima, siendo mas afin por poseer un grupo funcional electroatractor

al ser evaluado mediante estudios computacionales (docking).

Se propone que en funcién de la posicion para del sustituyente amidico
(bioisosterismo), presenta mayor potencia inhibitoria, tomando en cuenta que para el
acoplamiento de la acetilcolina con el sitio activo de acetilcolinesterasa, la distancia

nitrégeno cuaternario-oxigeno esteratico es factor determinante..

La amida del &cido maleamico, por la presencia de un doble enlace en posicion alfa-
beta en relacion con el carbonilo, que les permite llevar a cabo reacciones de adicion 1,4

tipo Michael en condiciones suaves, se espera que reaccionen de manera irreversible

La estimulacion de las aferencias vagales hacia el tubo digestivo aumenta el tono, la
amplitud de la contraccién y la actividad secretora del estdmago y el intestino, las
cuales no se observan de manera constante al administrar ACh debido a la hidrdlisis tan
rapida que se produce por la AChE; la cual impide que llegue a los receptores

muscarinicos y ejerza su accién;B* %

por lo tanto con la administracion del inhibidor
propuesto en este trabajo, se espera inhibir la AChE y observar tales respuestas
amplificadas por la acumulacién de ACh end6gena, proporcional a la dosis aplicada del

farmaco.

Se sabe que los anticolinesterdsicos tienen accion preferencial en uniones
neuromusculares del musculo estriado y ejercen una doble accidn, por lo tanto pueden
actuar a la par como agonistas colinérgicos. De esta forma a nivel vias urinarias
producen contraccion del masculo pobovesical, incremento de la presion de miccién y
disminucién de la capacidad de la capacidad de la vejiga y aumento del peristaltismo
ureteral; asi mismo, los mésculos del trigono y del esfinter externo se relajan®* °%; por
tal motivo se cree que a mayor dosis de p-OAc-amida no solo actuard como inhibidor
colinesterasico debido a su similitud estructuctural con la Acetilcolina, también actuara

como agonista colinérgico.
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VI. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar los analogos estructurales de acetilcolina derivados de p-aminofenol
que presentaron mayor afinidad; previamente analizados por docking, con el fin de evaluar la

capacidad inhibitoria sobre la AChE in vivo.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Efectuar el estudio por docking usando el programa AutoDock 3.05, de las tres
maleamidas acetiladas en posicién para, meta y orto, respectivamente sobre la AChE.

o Determinacion de la ocupacion del subsitio anidnico de la AChE utilizando
Neostigmina como patrén en competencia con la ACh y los inhibidores sintetizados,
utilizando simulacion por computadora a través del programa Docking.

e Sintesis de las maleamidas acetiladas que presentaron mayor afinidad en el doking.

e Determinacion del rendimiento de la sintesis y la pureza de los compuestos.

e Caracterizacion de los compuestos sintetizados por métodos espectroscdpicos de
infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear protonica (RMN-'H) de y carbonontrece
(RMN-C).

e Evaluar los efectos farmacologicos en animal integro, al administrar los compuestos

acetilados.
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VII. DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1 MATERIAL Y REACTIVOS.

6.1.1 DOCKING

= Los estudios se realizaron con el programa AutoDock 3.05 en plataforma Linux, en una
PC P4a 1.6 GHz con 512 MB en RAM.

= Laenzima AChE sobre la cual se realizo El Docking, fué obtenida del banco de datos
de proteinas (PDB).

= Después de aislar la unidad cataliticamente activa, se adicionaron atomos de hidrogeno,

cargas parciales y parametros de solvatacion, utilizando EI programa AutoDock Tools.

7.1.2 SINTESIS

= Las determinaciones de resonancia magnética nuclear *H y **C se obtuvieron en un
espectro Jeol GSX.270 para'H'y 68.7 MHZ para **C.

= El espectro IR fue determinado en un espectrofotdmetro Perkin Elmer 16F-FT-IR en
pastilla de KBr.

=  Los puntos de fusion de los compuestos se determinaron en un aparato de Gallen Kamp
(los datos no estan corregidos).

= El tetrahidrofurano (THF) se secé utilizando sodio metalico (Na) y benzofenona como
indicador, manteniéndose en agitacion y reflujo en atmdsfera inerte (N;) hasta obtener
un color azul intenso y destilandose previa utilizacidn.

= Los solventes usados para la sintesis se destilaron previamente; asi mismo todos los

reactivos utilizados fueron de grado reactivo (GR), de la marca Aldrich.
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7.2 METODOLOGIA

7.2.1 DOCKING.

El procedimiento general consisti6 en preparar archivos de entrada para AutoDock 3, los cuales
deben incluir la estructura de la macromolécula, la estructura de los ligandos, los archivos de

parametros y algunos archivos adicionales creados y utilizados por el programa.

La enzima a ensayar (AChE) sobre la cual se realizaron las simulaciones de docking fue
obtenida del banco de datos de proteinas’ (PDB con clave: 1B41). A este archivo se le
eliminaron moléculas de agua y ligandos ajenos a la enzima. Esto se realizé usando el editor de
texto wordpad. Después de aislar los ligandos ajenos a la proteina, se adicionaron los atomos de
hidrégeno, cargas parciales y parametros de solvatacion, utilizando el programa
AutoDockTools. Con la finalidad de evaluar la contribucion electrostatica en el reconocimiento,
se calcularon cargas parciales de Kollman. También se determinaron los atomos de hidrégeno
polares, es decir, aquellos unidos a atomos electronegativos que pueden participar en
interacciones por puente de hidrégeno. Todos los atomos de hidrogeno no polares se trataron de
manera implicita, es decir, son eliminados de la estructura y su efecto es sumado a los atomos a
los que estaban unidos. Por Gltimo se adicionaron parametros de solvatacion. Hechas estas
modificaciones se editaron los archivos *.pdbgs para la enzima con el mismo programa

previamente mencionado.

La estructura de los compuestos “dockeados” fue construida utilizando el programa Hyperchem
6.0 A. Dichas estructuras se les optimizé su geometria utilizando el método B3LYP/6-31G** en
el programa Gaussian 98 y se convirtieron a formato *.pdb con el programa Molekel 4.3. Una
vez optimizadas las estructuras, se adicionaron cargas parciales de Gasteiger y se definieron los
atomos de hidrégeno polares mediante el programa AutoDockTools, de manera similar a como
se realizd con las enzimas. En seguida se especificaron los carbonos aromaticos, se definieron
las porciones rigidas de las moléculas y se especificaron los enlaces que presentan libre

rotacion. Esta informacion se escribi6 en un archivo *.pdbq para cada uno de los inhibidores.

El mapa de afinidad atémica se gener6 para el archivo *.pdbgs de la enzima, utilizando el
programa AutoGrid 3.0. Para la enzima se generd un mapa de afinidad por cada tipo de atomo
encontrado en el ligando. En primer lugar se especifico cada uno de los tipos de atomos

presentes en los inhibidores. Después, a la enzima se le delimit6 el volumen a analizar, el cual

1

www.pdb.org
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se fracciona en secciones o puntos, sobre cada uno de éstos se hace el calculo de afinidad por
cada atomo. Esta informacién se almacen6 en un archivo *.gpf, que es utilizado por el programa
AutoGrid para generar los mapas de afinidad. Estos mapas son utilizados por el programa

AutoDock para determinar la afinidad de los inhibidores por la enzima.

La ejecucion del programa AutoDock requiere la estructura de la enzima en formato *.pdbgs
con los respectivos mapas de afinidad atémica (*.gpf), las estructuras de los inhibidores en
formato *.pdbg y un archivo de parametros *.dpf. Este Gltimo se cred también utilizando el
programa AutoDockTools. EI método a utilizar fue el algoritmo Genético-Lamarckiano
implementado en AutoDock, los parametros a utilizar fueron los siguientes; 100 corridas, 100
individuos en la poblacién, 1 x 10" evaluaciones de energia 27000 generaciones. El resto de los
parametros fueron tomados con los valores iniciales propuestos por el programa. El programa
AutoDock genera un archivo de salida *.dlg el cual contiene las conformaciones y energias
libres de unién para cada una de las corridas solicitadas. A esta informacidn se accedera con
ayuda del programa AutoDock Tool. Con éste se pueden visualizar las interacciones no
covalentes y sus respectivas distancias encontradas. Los complejos tridimensionales enzima-

inhibidor fueron visualizados y analizados utilizando el programa VMD.
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7.2.2 SINTESIS Y PURIFICACION DE LAS MALEAMIDAS Y MALEIMIDAS ACETILADAS DE
AMINOFENOL.

La sintesis de los compuestos fue realizada en el CICATA-IPN? siguiendo las técnicas de

sintesis descritas por Trujillo, y tomando en cuenta los trabajos que le precedieron.

7.2.2.1 SINTESIS DE ACIDO (2Z)-L-[(L ~-HYDROXIFENIL)AMINO ]-4-0XOBUT-2-ENOICO

Reacci6n: Se hacen reaccionar cantidades equimolares de anhidrido maleico (1g =

9.16x10° mol), disuelto en THF anhidro (c.b.p. completa disolucién) con el

correspondiente aminofenol (4.49 g = 9.16x10° mol), disuelto en 30 ml de THF anhidro.

OH
OH
o]
5 THF
* ta/ 24h
o] NH
OH
le)
NH
2 \ 5
-aminofenol idri i .
p anhidrido maléico amida
1

Por via canula se mezclan los dos compuestos previamente disueltos en THF anhidro con
agitacion continua por 3 horas a temperatura ambiente. El producto obtenido se filtré y

se lavo con Hexano. El precipitado se sec6 a 50°C en la estufa. VVéase esquema 1.

Apoyo estructural: La estructura de los compuestos se verific6 tomando en cuenta el
punto de fusién, espectroscopia por IRy resonancia magnética nuclear de *Hy °C, para

esto se utilizé Dimetil Sulfoxido Deuterado como disolvente.

2 (Centro de Investigacion en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada).
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ESQUEMA 1. Desarrollo experimental para la obtencién de las
maleamidas.

Agregar el Anh. maléico via
canula, a la anilia que se
encuentra en bafio de hielo.

Adicionar THF anhidro

al aminofenol y el Anh. maléico
Secar THF en cantidad suficiente para
completa disolucion

Filtrar el solvente . . ] )
Retirar el bafio de hielo y agitar por
24 hrata

Caracterizacion:

- Punto de fusién
- IR
-RMN'Hy 3¢
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7.2.2.2 SINTESIS DE ACETATO DE 4-(2,5-DI0X0-2,5-DIHIDRO-IH-PIRROL-|-IL)FENIL

Reaccién: El producto acetilado se obtuvo mezclando la amida 1 (3g = 1.44x10?) en 15
ml de anhidrido acético y 0.39 g de acetato de sodio como catalizador. La reaccion se
efectud a 85 °C por 5 hr en agitacion constante. EI compuesto resultante se extrajo en
bafio de hielo y adicionando gotas de HCI 0.1N, el precipitado se filtré a vacio y se lavé
con hexano mediante operaciones repetidas. El producto se cristaliz6 con una mezcla de
cloruro de metileno (CI,CH;) y hexano en una proporcion 2:1, los cristales obtenidos se

secaron a temperatura ambiente. Véase esquema 2

o

P

H o CHs
1) 15 ml CH,COOCCH,
2) 0.39 g AcONa
—
70-80°C /5 hr
imida
2

HN o
OH
G
(6]

amida

Apoyo estructural: La estructura de los compuestos se verifico tomando en cuenta el
punto de fusién, espectroscopia por IRy resonancia magnética nuclear de *Hy **C, para

esto se utilizé Dimetil Sulfoxido Deuterado como disolvente.
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ESQUEMA 2. Desarrollo experimental para la obtencion de las
maleimidas.

CH,COONa  (CH,C0),0

Pesar 3 g de amida
Adicionar el anhidrido acético
y el acetato Dejar reaccionar por 5 hr a 85 °C
con agitacion constante

Agregar gotas de HCI 0.1N Dejar enfriar la reaccion
hasta precipitacion. en bafo de hielo

Secar cristales a
temperatura ambiente

Lavar con hexano

Cristalizar con CH,Cl,
2:1

Caracterizacion:
- Punto de fusién

-IR
-RMN H y 3C
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7.2.2.3 SINTESIS DE ACIDO (2Z)-4-[ (4 “-ACETOXYFENIL)AMINO J-4-0XOBUT-2-ENOICO

Reaccion: La maleamida acetilada (3) se obtuvo por hidrdlisis de la imida 2 (500 mg=
2.16x10%) en presencia de 52 ml de Etanol y 8ml de una disolucion de bicarbonato de
sodio a pH= 8. La reaccion se efectué a temperatura ambiente por 8 horas en agitacion
constante. EI compuesto resultante se extrajo en bafio de hielo y agregando gotas de HCI
al 10% hasta pH= 3. El precipitado se lavd varias veces con cloruro de metileno y se

secd a 50 °C en la estufa. Véase esquema 3

o

BN A

Q CHs o CHs
52 ml CH,OH
8 ml NaHCO,
_—
ta /8hr
pH=8

imida p-Ac-O-amida
3

Apoyo estructural: La estructura de los compuestos se verifico tomando en cuenta el
punto de fusion, espectroscopia por IRy resonancia magnética nuclear de *Hy *C, para
esto se utilizd Dimetil Sulféxido Deuterado como disolvente. La asignacion total de los
espectros se llevd a cabo mediante el analisis de los espectros de correlacién
bidimensional *Hy *C.
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ESQUEMA 3. Desarrollo experimental para la obtencion de las
maleamidas acetiladas.

Adicionar Etanol y Agitar a temperatura
Bicarbonato de sodio a pH=8 ambiente por 8 horas

hasta completa disolucion

Lavar con CH,CI}

——

i)
-
————
\
Filtrar el solvente El compugsto se extrae
en bafio de hielo

y agregando gotas de HCl al 10%
hasta pH=3

Secar a 60 °C

Caracterizacion:
- Punto de fusién

-IR
-RMNHy18¢C
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7.2.L DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN ANIMALES INTEGROS.

Se determind los efectos anticolinérgicos del compuesto acetilado en 20 ratones CD; machos,
cuyo peso oscilé entre 28 y 35 g. Todos los individuos se mantuvieron en condiciones similares
de temperatura, iluminacion y acceso a alimento. Se administraron dosis de 1, 10, 100 y 500
mg/Kg; para la neostigmina y para el compuesto. Los ratones se dividieron en 4 grupos. Cada

grupo consistia de 5 ratones (un control, un comparativo y tres experimentales).

El procedimiento consistié primeramente en la administracion; via intraperitoneal, de 10 ml/Kg
del vehiculo: aceite de oliva, en los ratones blanco. En seguida las diferentes dosis de
neostigmina se suspendieron en un volumen de vehiculo igual al administrado en el grupo
control. Finalmente se administr6 a los diferentes grupos de ratones cconforme a la dosis

correspondiente. Para la amida acetilada se repitié el mismo procedimiento que la neostigmina.

A partir de la administracion de los ratones, se contaron el nimero de contracciones

abdominales que presentaron los ratones cada 5 minutos.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 DOCKING

El mecanismo de inhibicion tiempo y concentracion-dependiente, que da algunas veces lugar a
la selectividad y a la inhibicion irreversible, estd relacionado con la interaccion de los
inhibidores con residuos especificos de la enzima, por lo que estas interacciones pueden ser un
indicativo de la capacidad de un inhibidor a ser sustrato. A pesar de que el método de docking
no permite observar el mecanismo cinético de inhibicion, este método puede orientar sobre la
afinidad y modo de unién y conducir a una posible selectividad, a través de la simulacion del
modo de union. Debido a que este tipo de analisis se realizo sobre la AChE, y que el modo de
union obtenido sobre cada estructura es susceptible a variacion debido a cambios en la

conformacion, lo ideal seria efectuar una dinamica molecular.

Para el analisis de Docking se uso la estructura tridimensional de la enzima acetilcolinesterasa,
sobre la cual se evalud a los compuestos acetilados en su sitio activo. La estructura de la enzima
se encontré almacenada en el Banco de Datos de proteinas (PDB), actualmente se encuentran
reportadas estructuras pertenecientes a diferentes especies, entre ellas el del ser humano. Esta
ultima es la usada en este trabajo para el analisis correspondiente. Entre las diferencias
encontradas de las acetilcolinesterasas de cada especie como Torpedo californica, Electricus
electrophorus y Homo sapiens a través del modelado por homologia se han encontrado, que
solo difieren en la secuencia de algunos aminoacidos; lo cual no altera de manera importante la
catalisis, inhibicion o estructura de estas enzimas; sin embargo en el presente trabajo usamos la
AChE humana ya que es uno de los blancos importantes en el estudio de la enfermedad de

Alzheimer, entre otras enfermedades relacionadas con esta enzima.

Se sabe que los sustratos e inhibidores, al entrar en contacto con la AChE, producen cambios en
la conformacion de esta enzima. Posiblemente las variaciones observadas en la conformacion de
la enzima se deben, en gran medida, a la presencia y estructura de ligantes co-cristalizados en el
sitio activo. Con la finalidad de determinar el efecto que producen las diferencias estructurales
observadas sobre el docking, se aplico este método sobre la AChE empleando como inhibidor
de referencia a la Neostigmina (inhibidor irreversible). En todos los casos se realizé el método

utilizando los mismos parametros para el programa.



La eleccion de los sustratos elegidos para observar los diferentes estados de conformacion, se

. . . . 16, 42, 4i 11
basaron en 1nvest1gac10nes anteriores, [16, 42, 46, 80,93, 110]

en los que se encontrd que la estructura es
semejante, excepto en el grupo funcional localizado en el anillo bencénico, y los cuales
resultaron tener una gran afinidad por la enzima; sin embargo, resultaron ser muy toxicos a una

baja concentracion.

Tomando en cuenta el antecedente de los estudios relacion estructura-actividad in vitro y por

docking realizados previamente !> ''*!

, se propuso este derivado amidico, el cual se baso en la
estructura de los inhibidores de la AChE ya existente; ademads, se contempld un grupo electro-
atractor en el anillo aromatico en posiciones 0rto, meta y para al grupo amida. Adicionalmente
la familia de compuestos que proviene del anhidrido maléico presentan un carbonilo o,-
insaturado. El grupo funcional seleccionado fue el acetato, el cual confiere a la molécula
propiedades electronicas, hidrofobicas y estéricas que pueden impactar sobre su afinidad por la
enzima. Para tal objeto anteriormente se valord su actividad inhibitoria por medio de simulacion
molecular (docking), encontrando una mayor potencia inhibitoria de K; = 2.81x10° M, para el

compuesto sustituido en posicion meta, el cual interactia con el anillo aromatico del Trp-86 de

la AChE.

En la Tabla 5 se muestran los resultados del Docking de los compuestos acetilados, la
Neostigmina y a la acetilcolina sobre la AChE. Los resultados correspondientes a los complejos
enzima-inhibidor de minima energia, incluyen la energia libre de union estimada (AGgy) y el

logaritmo negativo de la constante de inhibicion promedio estimada (pK;).

TABLA 5
RESULTADOS DE DOCKING

Compuesto K; pK; Docked Energy AGe
(kcal/mol)

0-AcO-amida | 3.19x10° | 5.50 -9.83 -7.5

m-AcO-amida | 2.81x10° | 5.55 -9.6 -7.57

p-AcO-amida | 4.14x10° | 5.38 -9.46 -7.34

Neostigmina | 7.58x107 | 6.12 -6.93 -8.35

(2]



En la siguiente grafica se muestra las contantes de inhibicion estimadas por Docking. En este se
puede observar que el compuesto m-AcO-amida presentd mayor afinidad por el nucleo de la
enzima, comparado con el compuesto p-AcO-amida, el cual tuvo menor afinidad por la AChE.

Asi mismo, ninguno de los compuestos tuvo mayor afinidad que la Neostigmina.

Docking de diferentes
compuestos sobre AChE

6,2 4

5,8 o

pKi

5,6 A

Una de las causas de las variaciones encontradas con respecto a la afinidad y modo de union,
estd relacionad a la wvariacion en la conformacion de los inhibidores. El método es
particularmente sensible a sutiles variaciones estructurales probablemente debido a que la

estructura de la enzima se considera rigida al realizar el analisis.

Otro factor a considerar son los efectos estéricos, los cuales también son importantes tanto en el
reconocimiento como en la farmacocinética de los ligandos, por ejemplo un farmaco con un
gran impedimento estérico no podria interactuar eficientemente en un sitio de reconocimiento
estrecho, ademas se encontraria limitado para pasar las barreras lipidicas, sobre todo si posee
cierta polaridad intrinseca. Sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados, pareciera que el

impedimento estérico no jugara un papel importante en el reconocimiento por la AChE.

Asi mismo, se demostrdo que los compuestos interactiian en el sitio activo de la AChE. Esto
puede ser debido a que ellos conservan un anillo aromatico y un grupo amino, algo que tienen
en comUn con otros inhibidores de la AChE. De acuerdo a los estudios preliminares tanto

Jon SR PO 15,11
tedricos como bioldgicos > %

, era factible que tales compuestos interactuaran en el sitio activo
de la AChE. Sin embargo, existen muy pocos trabajos que han explorado los efectos
electronicos del sitio activo de la AChE, los cuales se pueden estudiar modificando los grupos

funcionales en un compuesto padre que interactiie a este nivel. El docking permite predecir la

(3]



estructura de los complejos ligando-AChE, lo cual experimentalmente podria lograrse con rayos

X, para esto se requiere que la proteina sea cristalizada junto con el ligando.

El anédlisis entre las cadenas laterales de los aminoacidos de la AChE y los respectivos
inhibidores se llevo a cabo tomando en cuenta el pH en el que se encentran la enzimas en el
organismo, el cual es un pH fisiologico. Lo anterior permite determinar las interacciones que se
presentan entre el farmaco y los residuos de los aminoacidos cercanos a este. Para cada
complejo, solo se visualizan los residuos de la enzima que se encuentran a una distancia menor
a 10 A del inhibidor o neurotransmisor, por lo que estos pueden presentar interacciones no
covalentes. Para validar las simulaciones se determinaron los estudios de interaccion para ACh

y neostigmina, estos se describen acontinuacion.

8.1.1 INTERACCION ACh coN AChE

Como podemos observar en la Figura 26, el sustrato de la acetilcolinesterasa interactia con los

principales 5 sitios activos de la enzima, los cuales son:

= El sitio esteratico (ES) localizado en la base de la garganta, formando la triada catalitica
Ser’®, His*, Glu334, en el hidroxilo de la serina interactia el nitrégeno cuaternario de
ACh, por medio de enlaces de hidrogeno.

= El sitio de unién a grupos acilo (ABS) esta conformada por Phe®”’, Phe®” y Phe**, las

337

cuales tienen una interaccion con la Tyr™’ del tipo n-n. Lo anterior favorece a que la

337

Tyr~’ tenga una fuerte interaccion con el grupo ester de la ACh del tipo nt-m.

121 122

#  El saco oxianionico (OH) Gly ~" y Gly ~, que estabiliza el intermediario tetraédrico.

= El sitio aniénico para union de sustratos (AS) Trp®*, Glu*” y Tyr'”, donde el amonio
cuaternario de ACh se une a través de una interaccion preferencial del nitrogeno
cuaternario con los electrones m del grupo aromatico del Trp™, asi mismo hay una

22y Tyr'® y el amonio cuaternario de la

interaccion idnica con los residuos Glu
acetilcolina.

= El sitio activo de unién selectiva a grupos aromaticos (AACS) que es contiguo o
cercano a ES y AS que es importante para la unioén de sustratos arilo y de ligandos del

sitio activo.

(4]



Ademas, la enzima tiene un sitio aniénico periférico (PAS) conformado por Trp**‘, Tyr'**,
Tyr”? y Asp’*, los cuales se encuentran a una distancia de 7.06 A del inhibidor; asi mismo, es el

lugar por donde entra el sustrato.

El promedio general de la distancia entre la ACh y los residuos de la enzima es de 3.6 A. Como
se puede ver, los datos se acercan a los reportados en la literatura. Esto se debe a que los datos
de la literatura basan sus estudios a través de la enzima AChE de la especie Torpedo californica,
mientras que en el presente trabajo se us6 la AChE de la especie Homo sapiens. Por lo tanto
observamos que los residuos de aminoacidos ocupan una posicion diferente dentro de la enzima,

sin afectar de manera drastica al sitio catalitico.

8.1.2 INTERACCION NEOSTIGMINA CON ACHE

Se sabe que la AChE hidroliza a la Neostigmina !, ya que contiene un grupo carbamoilo, pero
este proceso es mas lento para hidrolizar a la ACh. La amina cuaternaria se encuentra como
catién a pH fisiologico, por lo tanto el ataque del centro activo por el hidroxilo de la Ser’”
origina la enzima carbamoilada. La mitad carbamoilo reside en el saco acilo definido por las
Phe®®, Phe®” y Phe™’. El secuestro de la enzima en su forma carbomoilada impide, por tanto, la

hidrolisis de la ACh catalizada por la enzima durante periodos prolongados. Véase Figura 27

8.1.3 INTERACCION DE LOS COMPUESTOS ACETILADOS CON LA AChE

En las Figuras del 28 a la 30 se ilustran a las amidas con un grupo éster en diferentes
posiciones del anillo aromatico sobre la AChE. Se observa que los 3 compuestos propuestos
actian en la base de la garganta (triada catalitica) y el subsitio anidonico como lo hace el sustrato
de la enzima, cuya interaccion es con el Trp®*, sugieriendo que las moléculas entran a la
garganta por el lado del anillo aromatico. Los estudios de docking mostraron que los 3
compuestos tienen afinidad sobre la AChE, asi mismo las interacciones que se observan son
principalmente puentes de hidrogeno e interacciones de van der Waals con el Trp* y Ser’” de
AChE. Aunque cabe sefialar que las interacciones que predominaron fueron las m-n entre los
anillos aromaticos de los compuestos y el de los triptofanos de la AChE. Esto significa, que son
las interacciones que dan mas estabilidad a los complejos. Lo anterior se sostiene, dado que los

. 2 . 'Y ,
compuestos tienen carbonos Sp” en la region amidica y por lo tanto son mas afines sobre la
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AChE. Como grupo testigo se eligio la Neostigmina, ya que guarda una estrecha relacion

estructural (como se muestra en la Figuras 27) con los compuestos acetilados.

Los resultados de Docking de estos 3 compuestos acetilados muestran que adoptan un modo de
union similar a los de sus predecesores previamente reportados. El hecho es que los compuestos
se encuentran enterrados en el sitio activo, lo que contribuye a la estabilizacion del complejo
enzima-receptor. El anillo aromatico es rico en electrones 7, esto les confiere la posibilidad de
tener un mayor contacto con los residuos aromaticos; sin embargo la posicion que adopta los
grupos funcionales del anillo en el espacio determina que tan grande serd el contacto con el
anillo. Por lo tanto el reconocimiento principal entre el ligando y su receptor esta dada por
interacciones m-m con el Triptéfano 86 del sitio anidnic; esto se observa con las distancias
promedio obtenidas de los residuos de aminoacidos que tienen mayor contacto con los
compuestos, de tal forma que el compuesto que presenta mayor afinidad hacia la enzima, es
el inhibidor m-AcO-amida con una distancia de 2.6 A, le sigue el compuesto 0-AcO-amida con

una distancia de 2.59 A, y finalmente el compuestos p-AcO-amida con una distancia de 3.55 A.

(6]



Glu202

GIY12:
e Phe295

Tyr133

“Phe33s

A. (Arriba) Estructura tridimensional de AChE, de laespecie Homo sapien, mostrando
los sitios principales de uniéon con la ACh. El ABS se representa en color violeta, el ES se
representa en color amarillo, el AS se representa en color azul, el OH se representa en color verde
y el PAS se representa en color gris. B. (Abajo) Principales amindacidos de la AChE que
interactian con la ACh.
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Interaccion de la Neostigmina con el niicleo de 1a AChE.

Phe297

Tyrl24
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»

S Tyi337

\PhEJBB

His447

Interaccion de la p-AcO-amida con el nucleo de la AChE.
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Phe295

¥ Tyr33z phe333

|s447
ser336 ” > Glu334

Interaccion de la m-AcO-amida con el nicleo de la AChE.

Phe295

Phe338
Tyr337 \.\

His447

Glu334

o\

Ser336

ES

Interaccion de la 0-AcO-amida con el nucleo de la AChE.
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8.1.4 ANALISIS DEL DOCKING.

Se demostré que los compuestos interactiian en el sitio activo de la Acetilcolinesterasa. Esto
puede ser debido a que ellos conservan un anillo aromatico y un nitrégeno, algo que tienen en
comun con otros inhibidores de las ChEs (Véase Figura 27). Como se puede ver, los estudios
teoricos evidenciaron que el compuesto sustituido con el electro-atractor AcO-amidas en meta
(Véase Figura 29) es el mas potente, por efecto inductivo. Asi mismo se observa que los tres
compuestos acetilados efectuaron una unioén que pudiese ser interpretada como irreversible con
la histidina o de muy alta afinidad, unién que se suma a las interacciones n- entre el anillo
aromatico de los compuestos y el Trp-84 de la AChE y puentes de hidrogeno entre el éster de la
amida y la Ser-125 de la misma enzima lo que le confiere mayor afinidad. Ademas las amidas
tienen menos grados de libertad lo que les confiere un menor numero de contactos con los

residuos de la base de la garganta.

Por otro lado, la AChE es mas afin por el compuesto en posicion meta y orto. De acuerdo a los
resultados se puede sugerir que los compuestos electroatractores cercanos a la amida fueron mas
afines sobre la AChE. Lo anterior provee de herramientas para efectuar un disefo racional de
farmacos inhibidores de estas enzimas de una forma integral, e incrementar las potencias de
inhibicion, proponiendo firmacos que contengan grupos electroatractores a la vez, generando
regiones quimicas que incluyen en la geometria y el fenémeno electronico, el cual es
fundamental para el reconocimiento farmaco-receptor, sin embargo, no es el Gnico parametro a
evaluar. Existe evidencia de que la afinidad de los compuestos sobre tales enzimas también
depende del tamafio molecular, ya que los inhibidores de pequefio tamafio son mas eficientes
sobre la AChE. Esto ha sido confirmado por trabajos tedricos (docking) y experimentales, en
donde se dimerizo la tacrina (un inhibidor de AChE) encontrando que un monémero interactua
en el subsistio anidnico (Trp 84) mientras que el otro interactua con la Phe 278, la cual esta
ubicada en el labio de la garganta. De esta forma se demuestra que el cribado o cernimiento
mediante estudios de docking, ademas de ilustrar el complejo de reconocimiento ayuda a
predecir los mejores farmacos, ya que con los datos experimentales tienen una alta correlacion.
Una vez efectuada la evaluacion tedrica, se suguirio sintetizar el compuesto m-AcO-amida; sin
embargo, la sintesis de este compuesto y el del 0-AcO.amida presento dificultades quimicas, por

lo que se sinteiz6 tinicamente el compuesto p-AcO-amida.
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8.2 SINTESIS.

Cabe mencionar que a pesar de que el compuesto m—AcO-amida tuvo mayor afinidad por la
AChE, la sintesis llevada a cabo fue del compuesto p-OAc, debido a la dificultad de obtener el

compuesto m sustituido.

La sintesis de la amida (1) e imida (2) se realizd con resultados satisfactorios, ya que los
porcentajes de rendimiento son altos, lo que indica que la ruta de sintesis es adecuada, ademas
de ser un procedimiento relativamente sencillo y rapido; y la pureza que se logro en la mayoria
de los casos fue eficiente, ya que las variaciones en los puntos de fusion obtenidos no fue mayor
de 3°C. La sintesis de la amida acetilada (3) descrita se realizd con resultados poco
satisfactorios, ya que los porcentajes de rendimiento son bajos, lo que indica que la ruta de
sintesis es muy sensible al cambio de pH, de tal manera que la pureza fue afectada de igual

manera. Tabla 6

Tabla 6
RENDIMIENTO Y PUNTO DE FUSION DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS

Punto de
Compuesto Rendimiento Solubilidad Color del sélido

fusién (°C)

1 99% 190-194 Etanol, acetona, DMSO Amarillo

Cloruro de metileno,

2 95% 149-151 Acetato de Etilo, Beige
Cloroformo.
3 41% 176-180 Etanol, acetona, DMSO Nacarado

La obtencion de la amida se hizo en condiciones controladas; es decir, en un ambiente anhidro
para que ningin otro factor alterara el rendimiento; asi mismo, al hacer reaccionar el p-
aminofenol con el anhidrido maléico, las primeras 8 horas la reaccion fue a bajas temperaturas
para que la reaccion fuera dirigida (quimioselectiva), y obtener por lo tanto un alto rendimiento
como se mostrd en la Tabla 6. La purificacion del compuesto 1 fue sencilla debido que es
insoluble en THF, y precipité rapidamente, se lavo con hexano para quitar exceso de Anhidrido

maléico remanente.
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El siguiente punto relevante en este trabajo es la ciclizacion del acido maleamico para dar la
imida correspondiente. En esta parte de la sintesis el disolvente fue el anhidrido acético, el cual
fue elegido ya que establece condiciones de reaccion suave que hacen posible obtener el
producto aislado con rendimientos en el intervalo de 70-90% y el acetato de sodio anhidro
como catalizador; es importante recalcar y aunque el objetivo no fue la obtencion de la
isomaleimida, que durante la reaccion se obtiene este como intermediario, donde el paso entre la
isomaleimida y la maleimida es muy lento, por lo que se necesitd proporcionar mayor energia y
la presencia del catalizador que ayudd su obtencién en un tiempo corto y con un alto
rendimiento. Bajo dichas condiciones, con el sustrato se obtuvo el producto acetilado (el grupo
éster) para la maleimida. La purificacion del compuesto 2 fue a través de una cristalizacion,
utilizando hexano/CH,Cl, (1:1); ya que la molécula no contiene ningiin grupo polar fue posible

disolverla en cloruro de metileno.

La ultima reaccion para la obtencion del compuesto 3 se realizoé en un medio alcalino suave; es
decir, de pH= 8, con el efecto de hidrolizar selectivamente la imina, generando la maleamida
acetilada, este ultimo paso es muy sensible al efecto del pH, esto se debe a que la molécula
contiene protones ionizables y por consiguiente una carga dependiente del pH. Por tal motivo la
purificacion del compuesto tomo como base los pka de los grupos funcionales tales como Ar-
OH (10.1) y maleamida (2.1), con las constantes anteriores tomadas de la bibliograﬁalg] se
deduce que a pH menor de 2.1 y/o mayor de 10.1 se obtendra el compuesto 1 y no el 3 como se
desea, mientras que si el medio se encuentra entre 2.1 y 3 obtendremos una mezcla entre el

compuesto 1y 3, los cuales son dificiles de separar por ser ambos solubles en solventes polares.

En base a las investigaciones previamente realizadas en el laboratorio, se propone los
mecanismos de reaccion, que dan lugar al compuesto de estudio que atafie en este trabajo. Este
grupo de inhibidores de AChE se les han realizado las pruebas bioldgicas correspondientes, las

cuales discutiremos mas adelante.
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8.2.1. CARACTERIZACION POR ESPECTROMETRIA INFRARROJA.

En la caracterizacion por IR se obtuvieron para las amidas las sefales correspondientes al
carbonilo de la amida, se observa en 1662cm™y de 1699-1700 para el acido carboxilico, la sefial
correspondiente para N-H de la amida secundaria se observa entre 3200 — 3500 cm™, y la sefial
del anillo aromatico en 1550 cm™ (Tabla 7). Después de la caracterizacion por IR se realizé el
estudio de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y "°C para todos los compuestos. En las

Figuras del 1 al 3, se muestran los espectros de cada compuesto.

Tabla 7

Datos arrojados por Espectroscopia Infrarroja.

omp 0 0=C-OH C=0
OH NH OAc
Amida Imida
1c 3400 3200 1699 1625 -
2¢ - - - 1707 1755
3c - (N-C) 1233 1734 1630 1734
40
30
OH
20
3200
NH ‘
625
ONH
10 o Mo coom
o
3000 2500 2000 1000 500

Transmittance / Wavenumber {cm-1)

Espectro de IR del Acido (2Z)-4-[(4’-hydroxifenil)Jamino]-4-oxobut-2-enoico.

Paged *-Zoom CURSOR
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Espectro de IR del Acetato de 4-(2,5-dioxo0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)fenil.

Ac. Carboxilico

Espectro de IR del Sintesis de Acido (2Z)-4-[(4 -acetoxyfenil)amino]-4-oxobut-2-enoico.
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8.2.2. CARACTERIZACION POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los resultados obtenidos de espectroscopia de RMN sugieren que el proceso de sintesis
propuesto produjo los compuestos disefiados. Los siguientes figuras (1-3) muestran los
desplazamientos quimicos obtenidos en la RMN de °C y de 'H respectivamente para las amidas
e imidas sintetizadas. Se obtuvieron los espectros de resonancia magnética nuclear para todos
los compuestos. Para los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H, la asignacién de las
sefiales correspondientes a los hidrogenos que se encuentran en la region aromatica del
compuesto, se llevod a cabo, basdndose en los efectos inducidos por los sustituyentes sobre la

sefial del benceno utilizando la siguiente férmula:

o= 7.27-% efectos

Por otra parte, para asignar las sefales correspondientes a los carbonos en el espectro respectivo
1 r . . .
de RMN de "*C, nos apoyamos en el calculo de los efectos inducidos por os sustituyentes sobre

el desplazamiento de la sefial de los carbonos del benceno, utilizando la féormula siguiente:

0= 128.5-X efectos

Para poder aplicar las dos formulas anteriores en las Tablas 8 y 9 se muestran los valores

utilizando para cada sustituyente del espectro de 'H y de "°C respectivamente.

Tabla 8
DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS INDUCIDOS POR DIFERENTES SUSTITUYENTES
(PPM) SOBRE LA SENAL RMN DE 'H DEL BENCENO

Grupo 6Orto 6Meta l.-i:iffPara
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Tabla 9
DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS INDUCIDOS POR DIFERENTES SUSTITUYENTES
(PPM) SOBRE LA SENAL RMN DE "*C DEL BENCENO

Gr“PO 6Ipso 601‘!0 dlleta l.-i::f:-Para

9.7 |81 02 | 44

-OAc 2241 -7.1 1 04 | -3.2

La asignacion total de los espectros se llevd a cabo mediante el andlisis del efecto de los
sustituyentes en los desplazamientos quimicos (A8), multiplicidad, constantes de acoplamiento
(Jun y Jcn) y por andlisis de los espectros de correlacion bidimensional de desplazamientos
quimicos C-'H. La asignacion de los espectros de RMN de 1H de la maleamida, isomaleimida
y maleimida se describen en la Tabla 10. En la Tabla 11 se indican los desplazamientos
quimicos de RMN de "C de las series respectivas. En las maleamidas acetiladas, los protones
H-2 y H-3 en los fragmentos vinilicos se observan como un sistema AB en el espectro de RMN
'H. La constante de acoplamiento de esta serie es caracteristica y presenta un valor de 12 Hz.
Se sabe que el desplazamiento quimico de los protones H-2 y H-3 es practicamente insensible al
efecto de los sustituyentes en el anillo aromatico y absorben en 6.30 +0.14 ppm . La asignacion
de los carbono vinilicos se llevo a cabo mediante los espectros de correlacion bidimensional de
desplazamientos quimicos >C-'H en la tabla 6 la sefial de C-3 aparece a campos bajos que la
debida a C-2. Los carbonos vinilicos C-2 y C-3 absorben en 131.0 = 0.9. Las constantes de

. 1 .. . .,
acoplamiento a un enlace ('J) se indican a continuacion:

1 c3u3 1 c2H-2
Maleamida 132*2Hz 131+3Hz

Los carbonos cuaternarios C-1 y C-4 de los grupos carboxilo y amida respectivamente se
asignaron tomando en consideracion sus desplazamientos quimicos caracteristicos. De esta
forma la sefal debida al grupo carbonilo de la amida (C-4) se encuentra desplazada a campos
bajos, y por consecuencia el grupo carbonilo del acido carboxilico (C-1) se encuentra
desplazada a campos altos.

C-1 C-4

Maleamida 164 # 0.5ppm 167.8+ 0.2 ppm

[19]



En la serie de las maleimidas los protones vinilicos absorben como una sefial simple en 6.79 +
0.04 ppm (tabla 5). En el espectro de RMN de "°C los carbonos vinilicos equivalentes absorben
en 134.7 £ 0.4 ppm (tabla 6). Para la asignacion de los anillos aromaticos tanto de las
maleamidas como de las maleimidas, los compuestos 1-3 se agruparon de acuerdo a su patron
de sustitucion. Las constantes de acoplamiento (J y.y) de los protones aromaticos se encontraron

dentro de los intervalos caracteristicos: Jono=7 a 9 Hz, Jinew= 2 @ 3Hz, Jpara= 1Hz

[20]



Tabla 10

Desplazamientos Quimicos en RMN de 'H de las Maleamidas y Maleimidas respectivamente.

6.45(d) | 6.31(d) | 7.44(d) | 6.74(d) - 6.47(d) | 7.44(d) | 10.43(s) -
6.79(s) | 6.79(s) | 7.16(d) | 7.34 (d) - 734(d) | 7.16 (d) - 2.26 (s)
6.30(d) | 6.44(d) | 7.0(d) | 7.6(d) - 76 | 7.0(@d) 1044 [223(s)




Tabla 11

Desplazamientos Quimicos en RMN de BC de las Maleamidas y Maleimidas respectivamente.

C-2 C-3 C-4 C-1’ ‘ Cc-2 ‘ c3¥ C4  C-5 ‘ C-6’ ‘
1 163.41 | 131.88 | 132.44 | 167.03 | 130.25 | 122.20 | 118.83 | 154.80 | 118.83 | 122.20 -

2 169.43 | 134.30 | 134.30 | 169.43 | 128.82 | 127.83 | 122.37 | 149.88 | 122.37 | 127.83 | 169.19/21.17
3 164 131 1325 | 167.8 137 123 121 147 121 123 169/21.5

[22]
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8.3 PRUEBAS BIOLOGICAS "NV wivO'

La administracion del compuesto acetilado en ratones, tuvo como resultado la presencia de
contracciones a nivel gastroentérico. La respuesta biologica fue evaluada, al contar el numero
de contracciones que se presentaron en el animal. Al administrar el compuesto p-OAc a
diferentes dosis. Como referencia se uso la neostigmina a las mismas concentraciones que el
compuesto acetilado. A pesar de que este modelo es poco especifico y presenta variabilidad en
la respuesta observada, es un modelo predictivo, capaz de ser correlacionado con actividades
anticolinesterasicas en humanos. La especificidad del modelo debe considerarse de manera
cuidadosa, ya que se propone que su dualidad de accidon de los inhibidores se debe a su grupo
acetato, el cual puede reaccionar con receptores postsinapticos y con la acetilcolinesterasa y
afectar la respuesta motora del raton. Lo anterior se debe a que el inhibidor guarda estrecha
relacion con la estructura de la Acetilcolina, y por lo tanto tiene una gran afinidad por receptores
muscarinicos y nicotinicos. Sin embrago, la dualidad de la accion del inhibidor propuesto esta
en funcion de la dosis administrada. La variabilidad en la respuesta observada puede
minimizarse al realizar varias repeticiones usando el compuesto p-OAc en dosis especificas; lo

cual se requiere realizar una experimentacion mas exhaustiva a futuro.

La dosis que fue administrada a cada grupo de ratones con amida acetilada, guarda una relacion
logaritmica, mientras que los ratones blanco de cada grupo sélo se les administr6 el vehiculo.
En todos los grupos de ratones administrados se observaron diversos efectos; la frecuencia de
estos, se incremento proporcionalmente a las dosis administradas (1, 10, 100 y 500 mg/Kg), los
efectos observados se compararon con los que se generaron en un grupo de ratones al cual se le
administré Neostigmina en dosis equivalentes a las de p-AcO-amida. Se eligi6 la Neostigmina
como un testigo, ya que estd documentado que es un anticolinesterésico irreversible, ! y que su
capacidad para unirse a la AChE se debe a que contiene un anillo aromatico, un grupo éster y
una amina terciaria, que estabilizan al intermediario que forma con los residuos de los
aminodcidos que conforman a la enzima. Asi mismo hay una estrecha relacion con los grupos

que conforman la amida acetilada propuesta en este trabajo.

Las principales respuestas observadas presentadas a continuacion, se ordenaron conforme se
presentaron: disminuciéon de ambulacion, taquipnea, contracciones musculares tonicas y
piloereccion. De todas las respuestas las contracciones musculares tOnicas se presentaron

marcadamente para todas las dosis administradas.
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Curva Dosis-Respuesta Cuantal. Las lineas continuas representan el porcentaje de
la poblacion en el que se observé contraccion muscular tonica; en las lineas discontinuas
representan el porcentaje de la poblacion en el que se observo muerte.

Como se observa en la Grafica 1 con la administracion de la amida acetilada se presentan
contracciones musculares tonicas a bajas dosis en el 100% de la poblacion, sin embargo la
administracion de la Nesotigmina a bajas dosis se observo esta misma respuesta en el 50% de la
poblacion. Por otro lado al administrar Neostigmina a bajas dosis se presenté muerte en el 50%

de la poblacion; respuesta que no se observo al administrar la amida acetilada.

Por lo tanto los anticolinesterasicos producen cierto grado de bloqueo neuromuscular. Es asi
como se propone que el inhibidor p-AcO-amida favorece desensibilizacion de receptores
muscarinicos postsinapticos previamente activados por acetilcolina, por lo tanto estos
inhibidores producen agotamiento de la respuesta contractil durante estimulacion tetdnica,
probablemente por bloqueo del canal central del receptor. Es posible que el exceso de
acetilcolina en la unién neuromuscular, producido por la inhibicion de la acetilcolinesterasa,
cause desensibilizacion de los receptores postsinapticos. Asi mismo, otros mecanismos pueden
estar envueltos en el antagonismo: el aumento de la acetilcolina, como resultado de la accion de
los anticolinesterasicos puede producir una descarga repetitiva de la terminacion nerviosa
motora; los anticolinesterasicos per se pueden despolarizar la terminacion nerviosa motora y,
ademas, convertir una despolarizacion axonal simple en una respuesta repetitiva. De este modo,
el bloqueo neuromuscular es posiblemente el resultado final de todos estos aspectos por p-AcO-

amida.
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[IX. CONCLUSIONES

Se realizd el analisis del docking de las arilamidas orto, meta y para sustituidas.

Los modelos de docking sugieren, que las arilamidas estudiadas, se unen al sitio activo
de la enzima, haciendo contacto con residuos clave, que participan en la union con otros
anti-AChE.

Todas las arilamidas acetiladas tuvieron una afinidad relativa menor por la AChE; que
neostigmina, la cual fue empleada como referencia.

El compuesto m-OAc, resultd ser el inhibidor de mayor afinidad relativa de los
compuesos evaluados con una Ki= 0.281 uM, mientras que el compuesto p-OAc tuvo
una menor afinidad relativa con una Ki=0.414 uM.

La obtencién de los compuestos m-OAc y 0-OAc no se realizaron, debido a la
dificultad de su obtencién. Por lo tanto, se sintetizd la arilamida para sustituida,
evaluandose su actividad inhibitoria sobre AChE in vivo.

El compuesto p-OAc, tuvo un porcentaje de rendimiento muy bajo del 41%.

Las simulaciones de docking permitieron estimar la afinidad relativa de una serie de
inhibidores potenciales de AChE de 3 compuestos. La estimacion se realiz6 en tiempos
cortos y a bajo costo. Ademas, este estudio permitié visualizar los complejos ligando-
ACNhE sin la necesidad de cristalizarlos.

Se observo que el compuesto p-AcO-amida a dosis altas; no es toxico, comparado con

la neostigmina.

113



X. BIBLIOGRAFIA

Fusa

10.

11.

Bladé F.A., Ordorica V.J., Ordorica. V.M., Yafiez. A.R. Apuntes sobre
mecanismos de accion de firmacos. -FARMACOLOGIA- . IPN. México D.F.
1999. pp. 1-10

Guimera A., Gironés. X., Cruz-Sanchez F. Actualizacion sobre la patologia de
la enfermedad de Alzheimer. Instituto de Ciencias Neuroldgicas vy
Gerontologicas, Universidad Internacional de Catalunya. Rev Esp Patol 2002;
35(1):21-48.

Perea A., Ramén J. Guia Prdctica de Farmacologia del Sistema Nervioso
Central. You & US, S.D. (tres cantos). Espafia. 2003. pp. 120-145

Knegtel RM.A., Wagener, M. Efficacy and selectivity in flexible database
docking. Proteins: Struct Func Genet 1999; 37:334-345,

Goodman, G.A., Nall, T., Nies, A.S., Taylor P. Las bases Farmacoldgicas de la
terapéutica. 9* edicion. Ed. Interamericana McGraw-Hill, México, D.F. 1996.
pp: 171-188.

Morrison R.T., Boyd R.N. Quimica orgdnica. 5* Edicion. Pearson Educacion.
México D.F. 1998. pp: 530-554

Hernandez L.H., Flores R.R. Arrazola D.F., Martinez R.V., Gémez S.C. Grupos
Funcionales 1. IPN. México D.F. 2004 pp: 55-69

Trujillo F.J. Sintesis de andlogos estructurales de la acteilcolina y de los dcidos
para-aminobenzdico y gama-aminobutirico. Tesis para obtener el grado de
Maestro en Ciencias en la especialidad de Quimica Orgdnica. CINVESTAV
IPN. México D.F. 1994, “

Hucho F., Jirv J. y Weise, C. Substiate-binding sites in acetylcholinesterase.
Trends Pharmacol Sci 1991; 12: 422-426.

Dobransky T., Davis W.L., Xiao G., Rylett R.J. Expression, purification and
characterization human choline acetyltransferase: phosphorylation of the
enzyme regulates catalytic activity. Biochem J 2000; 349: 141-151.

Trujillo F.J. Sintesis de heterociclos de cinco miembros farmacolégicamente
activos. Tesis para obtener el grado de Doctor en la especialidad de Ciencias

Quimicas. CINVESTAYV IPN. México D.F. 1999

[113]



12.

13.

14.

Maria del Carmen Avendafio Lopez. Introduccion A La Quimica Farmacéuiicc.
2da edicién. McGraw-Hill. 2006. pp 202-234

Hicks G.J., Trujillo F.J., Vazquez A.J. Bioquimica. McGraw-Hill. México D.F.
2006. pp: 115-128

Lenninger A.L. Bioquimica. 2% Edicion. Omega S.A. Barcelona, Espafia. 1989.

. pp: 190-195.

15.

Tudith E.R. Sintesis v evaluacién anticolinesterdsica in Vitro e in vivo de

- analogos de acetilcolina derivados:de aminofenol”. Tesis para obtener el titulo

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

de Médico cirujano y partero. ESM IPN. México D.F. 2001

Bar-On P, Millard C.B., Harel M., Dvir H., Enz A., Sussman J.L., Silman 1.
Structural determinants of Torpedo californica acetylcholinesterase inhibition
by the novel and orally active carbamate based. anti-alzheimer drug
ganstigmine. Biochemistry 2002. pp. 3555-64

Yariez A.R., Vazquez A.l, Trujillo F.J. Bases moleculares en el estudio de
nuevos farmacos. Act Méx Cien Tec 1993; 11(41): 63 — 79.

Goldstein A., Lewis A., Sumner M.K. Farmacologia. 2da edicién. Limusa.
Meéxico 1978. pp 1-148

Alfonso Velasco Martin. Compendio de Farmacologia General. Diaz de Santo.
Espatfia. Pp60-78.

Bafios D.J.E., Farré. Principios de Farmacologia Clinica — Bases cientificas de
la utilizacion de medicamento. Albadalejo M. Barcelona: Masson, 2002. pp.
352.

Andrew R., Leach,} Brian K., Shoichet, Catherine E. Peishoff,. Prediction of
Protein-Ligand Interactions. Docking and Scoring: Successes and Gaps. Journal
of Medicinal Chemistry 2006; 49(20)

Gomez-Puyou A., Saavedra-Lira E., Becker 1., Zubillaga R.A., Rojo-Dominguez
A., Pérez-Montfort R. Using evolutionary changes to achieve species%peciﬁc
inhibition of enzyme action. Studies with triosephosphate isomerase. Chem Biol
1995; 2:847-855. _

Padilla Z.J., Rojo D.A. Simulacion Del Reconocimiento Entre Proteinas Y
Moléculas Organicas O Docking. Aplicacion Al Diseito De Fdrmacos. Mensaje

Bioquimico, Vol XXVL. Depto Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad

- Nacional Auténoma de México. Cd. Universitaria, México, DF, MEXICO.

2002.

[114]



25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

.Eglen R.M., Schneider G., Boshm H.J. High-throughput screening and virtual

screening: Entry points to drug discovery. En: Virtual screening for bioactive
molecules (Bohm HJ y Schneider, G eds.) Wiley-VCH. Weinheim, Alemania.
2000 pp. 1-14.

Leach A.R. Molecular modeling. Principles and applications. Addison Wesley-
Longman Ltd. Essex, Inglaterra.1996. pp. 543-585.

URL: hitp://www.rcsb.org/pdb/holdings. html.

Tryjillo F.J., Vazquez A.l., Ydnez A.R. Inhibidores enzimdticos suicidas. Act
Med 1992; 28 (17): 17-26.

Guyton A.C., Hall J.E. Fisiologia y fisiopatologia. 6* Edicion. McGraw-Hill
Interamericana. 1998 pp: 361-383.

Gonzdlez M.JM. Sintesis y evaluacion anticolinesterdsica in vitro de
isomaleimida de p-Aminofenol. Tesis para obtener el titulo de Médico Cirujano
y Partero. ESM IPN. México D.F. 2003.

K.M. Robert, MD. K.G. Daryl, MD, A .M. Peter, DSC, W.R. Victor. Bioquimica
de Harper.14"* Edicion. El Manual Moderno S.A. de C.V. Meéxico D.F. pp:
593-607.

Wurtman RIJ. Choline metabolism as a basis for the selective vulnerability of

cholinergic neurons. Trends Neurosci 1992; 15:117-122.

Taylor P. The cholinesterases. ] Biol Chem 1991; 266 (7): 4025-4028.

Crawley JN, Wenk GL. Coexistence of galanin and acetylcholine: Is galanin
involved in memory processes and dementia? Trends in Neurosci 1989; 12: 278-
281.

Potter A., Corwin J., Lang J., Piasecki M., Lenox R., Newhouse P.A. Acute
effects of the selective cholinergic chanel activator (nicotinic agonist) ABT-418
in Alzheimer’s disease. Psychopharmacology 1999; 142: 334-442,

Sussman J.L., Harel M., Frolow F., Oefner C., Goldman A., Toker L., Silman.
Atomic structure of Acetylcholinesterasa from Torpedo californica: A prototypic
acetylcholine-binding protein. Science 1991; 253:872-879.

Skok V.I. Nicotinic acetylcholine receptors in the neurons of autonomic
ganglia. J. Auton Nerv Syst 1987; 21: 91-99.

Goyal RXK. Muscarinic receptors subtypes. Physiology and clinical
implications. N Eng J Méd 1989; 321 (15): 1022-1029.

[115]



38. Quinn D.M. Acetylcholinesterase: Enzyme structure, reaction dynamics, and
virtual trnasition states. Chem Ver 1987; 87 (5): 955-979.

39. Enyedy 1.J., Kovach I.M., Bencsura A. Molecular Dynamics study of active-site
interactions with tetracoordinate transients in acetyicholinesterase and it’s
mutants. Biochem J 2001; 353: 645-653.

40. Simon S, Le Goff A, Frobert Y, Grassi J, Massoulie J. The binding sites of
inhibitory monoclonal antibodies on acetylcholinesterase. Identification of a
novel regulary site at the putative "back door”. J Biol Chem 1999; 274: 27740-
27746.

41. Jennifer R, Aileen E.B., Oscar P.R., Zoran R., Palmer T., Charles M.T. Synthesis
of fluorescent probes directed to the active site gorge of acetylcholinesterase.
Bioorg Med Chem Lett 2000; 14: 1523-1526.

42.Lin G., Lai, C.-Y., Liao W.C. Molecular recognition by acetylcholinesterase at
the peripheral anionic site: Structure-Activity Relationships for inhibitions by
aryl carbamates. Bioorg Med Chem 1999 7: 2683-2689.

43.Boyd A.E., Marnett A.B., Wong L., Taylor P. Probing the site active center
gorge of Acetylcholinesterase by fluorophores linked to substituted cysteines. ]
Biol Chem 2002; 275 (29): 2401-2408.

44.Koellner G., Kryger G., Millard C.B., Silman 1., Sussman J.L., Steiner T. Active
site gorge and buried water molecules in crystal structures of
acetylcholinesterase from Torpedo californica. I Mol Biol 2000; 296: 713-735.

45. Trujillo F.J., Santillan R., Beltran H.1., Farfan H. 1H and 13C NMR spectra for a
series of arylmaleamic acids, arylmaleimides, arylsuccinamic acids and
arylsuccinimides. Magn Reson Chem 1999; 37: 682-686.

46. Correa-Basurto J.,, Vazquez-Alcantara 1., Espinoza-Fonseca M.L., Trujillo-
Ferrara J.G., p-aminobenzoic acid derivatives as acetylcholinesterase inhibitors.
Eur J Med Chem 2005; 40: 732-735.

47 Nordberg A. Nicotinic receptor abnormalities of Alzheimer’s disease.
Therapeutic implication. Biol Psychiatry 2001; 49: 200-210. :

48. Mayeux R., Sano M. Drug Therapy: Treatment of Alzheimer’s disease. N Eng J
Med 1999; 341 (22): 1670-1679.

49 Harel M., Schalk 1., Ehret-Sabatier,L., Bouet,F., Goeldner M., Hirth C., Axelsen

~ PH,, Silman 1., Sussman J.L. Quaternary ligand binding to aromatic residues

[116]



50.

52.

53.

54.

55.

in the active-site gorge of acetvicholinesterase. Proc Natl Acad Sci 1993: 90:
9031-9035.

Goyal RK. Muscarinic receptors subtypes. Physiology and clinical implications.
N. Eng. J. Med. 1989; 321: 1022-1029.

.Growdon JH. Muscarinic agonists in Alzheimer’s disease. Life Sci 1997; 60:

993-998.

Chistopoulos A., pierce TL., Sorman JL., El-Fakahany EE. On the unique
binding and activating propierties, of xanomeline at the M1 muscarinic
acetylcholine receptor. Mol Pharmacol 1998; 53: 1120-1123.

Recananati M., Cavalli A., y Hansh C. 4 comparative (QSAR analisys of
acetylcholinesterase inhibitors currentlystudied for the treatment of Alzheimer’s
disease. Chem,-Biol. Interact. 1997; 105: 199-228.

Kasa P., Rakonczay Z., and Gulya K. The cholinergic system in Alzheimer’s
disease. Prog Neurobiol. 1997; 52: 511-535.

Antosiewics J.; Wlodek ST., y McCammon J.A. Acetylcholinesterase. Role of

. the enzyme's charge distribution in sterring charged ligands toward the active

56.

58.

59.

60.

61.

site. Biopolymers 1996; 39: 85-94.

Pakaski M., Kasa P. Role of acetylcholinesterase inhibitors in the metabolism of
amyloid precursor protein. Curr Drug Targets CNS Neurol Disord 2003; 2:163-
171.

. Véazquez AJl. Sintesis y evaluacion colinérgica de la maleamida de meta-

aminofenol. Tesis para obtener el grado de Maestro en Ciencias en especialidad
de Farmacologia. ESM IPN. México D.F. 1994

Espinosa RJ. Sintesis y evaluacion anticolinesterdsica in vitro e in vivo de una
Sfamilia de compuestos derivados de aminofenol. Tesis para obtener el titulo de
Meédico Cirujano y Partero. ESM IPN. México D.F. 2001

Bourne Y., Grassi JPE., Marchot P. Conformational flexibility of the
acetylcholinesterase tetramer suggested by x-ray crystallography. J Biol Chem
1999; 274: 30370-30376.

Schneider LS. Treatment ofAlzheim_er 's disease with cholinesterase inhibitors.
Clin. Geriatr. Méd. 2001; 17 (2):337-358. _

Salnikov W. [Distribution of acetylcholinesterase in different regions of the
human brain according to ligth and electron cytochemical fings]. Zh Nevropatol
Psikhiatr Im SS Korsakova 1978; 78: 966-974

[117]



62.

63.

64.

65.

Melicke A., Albuquerque EX. Allosteric modulation of nicotinic acetvicholine
receptors as a treaiment strategy for Alzheimer’s disease. Fur. J. Pharmacol.
2000; 393: 165-170.

Coelho F., Birks J. Physostigmine for Alzheimer’s disease. Cochrane Database
Syst Rev. 2001; (2): CD001499.

Birks J., Iakovidon V., Tsolaki M. Rivastigmine for Alzheimer's disease
Cochrane database Syst Rev 2000; (2): CD001191.

Nicolet Y., Lockride O., Masson P., Fontecilla-Camps JC., Nachon F. Crystal

. Structure of human butyrylcholinesterase and of its complexes with substrate

66.

67.

68.

69.

and products. ] Biol Chem 2003; 278: 41141-41147.

Taylor P. Development of acetylcholinesterase inhibitors in the therapy of
Alzheimer’s disease. Neurology 1988; 51(1suppl 1): S65-S67.

Ballard CG., Greig NH., Guillozet-Bongaarts AL., Enz A., Darvesh S.
Cholinesterases: roles in the brain during health and disease.
Curr Alzheimer Res. 2005; 2: 307-318.

Giacobini E. Cholinergic function and Alzheimer’s disease. Int. J. Geriatr.
Phychiatry. 2003; 18(Suppl 1): S1-S5.

Gentry KM., Moorad RD. Characterizacion of monoclonal antibodies that

- inhibit the Catalytic Activity of Acetylcholinesterases. J Neurochem 1995; 64:

70.

71.

72.

73.

842-849.

Cao CJ., Mioduszewski RJ., Menking DE., Valdes JJ., Katz EJ., Eldefrawi ME.,
Eldefrawi AT. Cytotoxicity of organophosphate anticholinesterase. In vitro. Cell
Dev Biol Anim 1999; 35: 493-500.

Correa-Basurto. José, Espinosa-Raya Judith, Vazquez-Alcédntara Ivan, Flores-
Sandoval Cesar A, Trujillo-Ferrara José. p—aminobenzoic acid derivatives as
cholinesterase inhibitors in the brain of mice. Chem-Biol Inter. 2005; 157-158:
368-369.

Inglis F. The tolerability and safety of cholinesterase inhibitors in the treatment
of dementia. Int J Clin Pract Suppl. 2002; 127: 45-63.

Trujillo-Ferrara J., Montoya Cano L., Espinosa-Fonseca M. Synthesis,

- anficholinesterase activity and structure-activity relationships of m-

Aminobenzoic acid derivatives. Bioorg Med Chem Lett 2003; 13: 1825-1827.

[118]



74.

75.

76.

77.

78.

Trujillo-Ferrara J., Correa-Basurto J., Espinosa J., Garcia J., Martinez F..
Miranda R. Solvent-free synthesis of arylamides and arylimides, analogues of
acetylcholine. Synth. Comm. 2005; 35: 2017-2023.

Correa-Basurto J., Espinosa-Raya J., Gonzdlez-May M., Espinoza-Fonseca M.,
Vazquez-Alcantdara 1., Trujillo-Ferrara J. Inhibition of acetylcholinesterase by
two arylderivatives, 3a-Acetoxy-5H-pyrrolo(1,2-a) (3,1)benzoxazin-1,5-(3aH)-
dione and cis-N-p-Acetoxy-phenylisomaleimide. J. Enz. Inhib. Med. Chem.
2006; 21: 133-138. .

Greig NH., Lahiri DK., Sambamurti K. Butyrylcholinesterase: an important new
target in Alzheimer’s disease therapy. Int Psycogeriatr 2002; 14 suppl 1: 77-93.
Jeyarasasingam ., Yeluashvili M., Quik M. Tacrine, a reversible
acetilcholinesterase inhibitor, induces myopathy. Neuroreport 2000; 11: 1173-
1176.

Ogura H., Kosasa T., Kuriya Y., Yamanishi Y. Comparison of inhibitory
activities of donepezil and other  cholinesterase  inhibitors on

acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase in vitro. Methods Find Exp Clin

. Pharmacol 2000; 22: 609-613.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Luigia Trabace., Addolorata Coluccia., Silvana Gaetani., Maria Tattoli., Raffaele
Cagiano., Claudio Pietra., Keit M., and Vicenzo Cuomo. In vivo neurochemical
effects of the acetylcholinesterase inhibitor ENA713 in rat hippocampus. Brain
research 2000; 865: 268-271.

Darvesh S., McDonald RS., Denwell A., Conrad S., Darvesh KV., Mataija D.,
Gomez G., Caines A., Walsh R., Martin E. Structure-activity relationship for
inhibition of human cholinesterase by alkyl amide phenothiaazine derivatives,
Bioorg. Med. Chem. 2005; 13: 211-222.

Braida D., Sala M. Eptastigmine: ten years of pharmacology, toxicology,
pharmacokinetics and clinical profiles. CNS Drug Rev 2001; 7: 369-386.
Alhomida AS., Al-Rajhi AA., Kamal MA., Al-Jafari AA. Kinetic analysis of
the toxicological effect of tacrine (Cognex) on human retinal
acetylcholinesterase activity. Toxicology 2000; 147: 33-39.

Edwads JA., Brimijoin S. Divergent Regulation of Acetyicholinesterase and
Butyrylcholinesterase in tissues on thé rat. J Neurochem 1982; 38: 1393-1403.
Roderick W.R. The isomerism [ N-substituded maleimides. J.Am.Chem. Soc.

-~ 1957; 79: 1710,

© 119}



85.

86.

87.

88.

89.

Cotter, R.J.; Sauers, CK. y Whelan, JM. The synthesis of N-Substituded
Isomaleimides. J. Org. Chem. 1961; 26: 10-15.

Maxwell DM. The specificity of carboxylesterase protection against the toxicity
of organofhosphorus compounds. Toxicol Appl Pharmacol 1992; 114; 306-312.
Flores-Sandoval CA., Zaragoza IP., Marafion-Ruiz VF., Correa-Basurto J.,
Trujillo-Ferrara J. Theoretical study of aryl succinic and maleic acid derivatives,
Journal of Molecular Structure: THEOCHEM. 2005; 713: 127-134.

Giacobini E. Cholinesterase inhibitors Jfor Alzheimer’s disease therapy: from
tacrine to future applications. Neurochem int 1998; 32: 413-419,
Tryjillo-Ferrara J., Vazquez I., Espinoza J., Santillan R., Farfdan N., Hopfl H.

- Reversible and irreversible inhibitory activity of succinic and malei acid

90.

91.

92.

93.

04.

derivatives on acetylcholinesterase. Eur J Pharm Sci 2003; 18: 313-322.
Trujillo-Ferrara J., Santillan R., Beltrdn H.1., Farfan N., Hopfl H. I1H and 13C
NMR spectra for a series of arylmaleamic acids, arylmaleimides,
arylsuccinamic -acids and arylsuccinimides. Magn. Reson. Chem. 1999; 37: 682-
686.

Espinosa Raya J., Correa-Basurto J., VAzquez Alcantara J1., Trujillo-Ferrara J G.
Effects of succinic acisd derivatives on acetylcholinesterase activity in mice
brain. Chem-Biol Inter 2005; 157-158: 379-380

Correa, B.J. Amidas e Imidas con o sin carbonilo a, B insaturado, derivados de
dcido para-aminobenzoico con actividad anticolinesterdsica. Tesis para obtener
el titulo de Médico Cirujano y Partero. ESM IPN. México D.F. 2000

Kitz R., Wilson IB. Esters of methanesulfonic acid as irreversible inhibitors of

acetylcholinesterase. J. Biol. Chem. 1962; 273: 3243.

Grisaru D., Sternfeld M., Eldor A, Glick D., Soreq H. Structural roles of
_ acetvicholinesterases variants in biology and patology. Eur. J. Biochem. 1999;

264: 672-686.

Baker BR. Biochem. Pharmacol.1962; 11, 1155.

95.
96.
97.

Kaydos AJ., Smith LD. J. Org. Chem. 1963; 48:1096.
Melicke A., Albuquerque EX. Allosteric modulation of nicotinic acetylcholine

. receptors as a treqtment strategy for Alzheimer’s disease. Eur J Pharmacol

98.

2000; 393: 165-170.
Baker BR., Alumaula PI. J. Pharm. Sol. 1963; 52, 912.

99. Nemani R., Lee EVC. Arch. Biochem. Biophys. 1993; 300:24.

[120]



100. Kenzie N., Richard O. J. Am. Chem. Soc. 1941; 63:2583.

101. Roderick WR., J. Am. Chem. Soc. 1057; 79:1710.

102. Tawney PO., Snider RH., Bryan CE., Conger RP., Dovel F S., Kelly RJ.,
Stitleler CH. J. Org. Chem. 1960; 25:56.

103. Houk KN., Strozier RW. Lewis acid catalysis of Diels-Alder reactions. J. Am.
Chem. Soc.1973; 95: 4094-4096

104. Gazquez JL., Mendez F. The Hard and Soft Acids and Bases Principle: An
Atoms in Molecules Viewpoint. ]. Phys. Chem.1994; 98: 4591-4593.

105. Campiani G, Fattorusso C, Butini S, Goeta A, Agnusdei M, Gemma S, Persico
M, Catalanotti B., Savini L., Nacci V., Novellino E., Holloway HW., Greig NH.,
Belinskeda T., Federko JM., Saxena A. Development of molecular probes for
the identification of extra interaction sites in the mid-gorge and peripheral sites
of butyrylcholinesterase (BuChE) rational design of novel, selective, and highly
potent BuChE inhibitors. J. Med. Chem 2005; 48: 1919-1929,

106. Guo J., Hurley MM., Wright LB., Lushington GH., 4 docking score function
Jor estimating ligand-protein interactions: application to acetylcholinesterase
inhibition. ] Med Chem 2004; 47: 5492-5500.

107. Darvesh S., McDonald RS., Penwell A., Conrad S., Darvesh KV., Mataija D.,
Gomez G., Caines A., Walsh R., Martin E, Structure-activity relationship for
inhibition of human cholinesterases by alkyl phenothiazine derivatives. Bioorg.
Med. Chem. 2005; 13: 211-222.

108. Bonting SL., RM. Featherstone. Ultramicro assay of the cholinesterase. Arch.
Biochem. Biophys.1956; 61:89

109. Suresh CH.: Molecular electrostatic potential approach to determining the
steric effect of. phosphine ligands in organometallic chemistry. Inorg Chem.
20006; 45: 4982-4986.

110. Patricia M M. Sintesis v relacion estructura actividad de arilimidas sustituidas
de accion anticolinesterasa. para obtener el grado de maestria en ciancias con

especialidad en farmacologia. ESM IPN. México D.F. 2005.

[121]



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Justificación
	IV. Planteamiento del Problema
	V. Hipótesis
	VI. Objetivos
	VII. Desarrollo Experimental
	VIII. Resultados y Discusiones
	IX. Conclusiones
	X. Bibliografía

