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Introduccién

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima clave en el sistema nervioso central,
responsable de la hidrdlisis del neurotransmisor acetilcolina en colina y acetato, proceso
mediante el cual se termina la transmision sinaptica colinérgical. La inhibicion de esta
enzima provoca un aumento en la concentracion de acetilcolina en el espacio sinaptico, lo
que conduce a una mejora en la transmision colinérgica. Debido a este efecto, los inhibidores
de la acetilcolinesterasa (AChEIs) han sido ampliamente empleados en el tratamiento
sintomatico de la enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo progresivo que se caracteriza
por el deterioro de la memoria, las funciones cognitivas y el comportamiento. Actualmente,
los inhibidores de la acetilcolinesterasa fueron los primeros farmacos aprobados para el
tratamiento sintomatico de esta enfermedad y, hasta la fecha, el donepezilo, la rivastigmina
y la galantamina contindian en uso clinico a nivel mundial?. Sin embargo, a pesar de su
eficacia, estos farmacos presentan diversas limitaciones, incluyendo efectos adversos a
mediano y largo plazo, lo que hace necesaria la basqueda continua de nuevas moléculas con
mejores perfiles terapéuticos.

En este contexto, los productos naturales han representado una fuente relevante de
compuestos bioactivos con potencial aplicacion farmacologica. De manera particular,
numerosos inhibidores de la acetilcolinesterasa aislados de fuentes naturales poseen
esqueletos heterociclicos nitrogenados, especialmente alcaloides, los cuales han demostrado
una amplia diversidad estructural y funcional. Entre estos compuestos destaca la leptomerina,
un alcaloide de tipo quinolin-4-ona que ha sido reportado como inhibidor de la
acetilcolinesterasa con un valor de 1Cso comparable al de algunos farmacos actualmente
utilizados en la terapéutica del Alzheimer.

La leptomerina ha sido aislada de diversas fuentes naturales y, debido a su relativa
simplicidad estructural y actividad bioldgica relevante, se ha propuesto como un esqueleto

molecular idoneo para el disefio y desarrollo de nuevos inhibidores de la acetilcolinesterasa.

1 Q. Huang, C. Liao, F. Ge et al. J. Neurorestoratol. 2022, 10 (2), 100002.
2Tan C.C., Yu J. T., Wang H.F., et al. J. Alzheimers Dis. 2014, 41(2), 615-631.
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No obstante, estudios previos han mostrado inconsistencias en la asignacion estructural de
este alcaloide, particularmente en lo que respecta a sus datos espectroscéopicos, lo que hace
necesario un analisis més profundo que permita confirmar de manera inequivoca su
estructura quimica.

Con base en lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo la sintesis total de
leptomerina, la confirmacion estructural mediante técnicas espectroscopicas avanzadas y el
disefio de una serie de analogos estructurales de tipo quinolin-4-ona. Asimismo, se evalla la
actividad inhibitoria de estos compuestos frente a la acetilcolinesterasa mediante estudios in
vitro y se analiza su relacion estructura-actividad apoyandose en estudios de acoplamiento
molecular (docking), con la finalidad de aportar informacion relevante para el desarrollo de

nuevos agentes con potencial aplicacion en la terapéutica de la enfermedad de Alzheimer.
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Antecedentes

Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo progresivo que se caracteriza
por el deterioro gradual de las funciones cognitivas, incluyendo memoria, lenguaje,
orientacion y capacidad de razonamiento, afectando de manera importante la calidad de vida
de quienes la padecen?®.

Esta condicion fue descrita por primera vez en 1906 por el médico aleman Alois Alzheimer?,
quien observo en el tejido cerebral de una paciente fallecida la presencia de depositos
extracelulares anomalos, actualmente conocidos como placas de B-amiloide, asi como una
marcada pérdida neuronal. Previamente al deceso, la paciente habia presentado alteraciones
del lenguaje, trastornos del comportamiento, alucinaciones y delirios.

Posteriormente, en 1910, Emil Kraepelin introdujo el término “enfermedad de Alzheimer”
para denominar formalmente a este padecimiento’. Desde entonces, se ha reconocido que se
trata de una enfermedad multifactorial, cuya etiologia involucra diversos procesos
patoldgicos interrelacionados.

Entre los principales rasgos neuropatoldgicos asociados a la enfermedad se encuentran: la
acumulacion de placas de B-amiloide, la formacidon de ovillos neurofibrilares constituidos por
proteina tau hiperfosforilada (neurofibrillary tangles, NFTs) y una disminucion significativa

en los niveles del neurotransmisor acetilcolina (ACh)>®.

Hipodtesis colinérgica y papel de la acetilcolina en la enfermedad de
Alzheimer

Una de las primeras hipotesis propuestas para explicar el deterioro cognitivo observado en la
enfermedad de Alzheimer es la denominada hipétesis colinérgica’. Esta plantea que una
disminucion en la neurotransmision colinérgica en regiones cerebrales asociadas con la

memoria y el aprendizaje es un factor clave en la progresion de la enfermedad?®.

3 Jellinger, K. A. J. Neural. Transm. 2006, 113, 1603-1623.

4 Ciurea V.A., Covache-Busuioc R.A., Mohan A.G., Costin H.P., Voicu V. J Med Life. 2023,16(2),173-177.
5> Alzheimer's Association. 2018, Alzheimer's & Dementia, 14, 367-429.

6 Eanes E. D., Glenner G.G. J Histochem Cytochem. 1968,16(11), 673-677.

7Knopman D.S., Amieva H., Petersen, R.C. et al. Nat Rev Dis Primers. 2021, 7, 33.

8 Grothe M., Heinsen H., Teipel S. Biol Psychiatry. 2012,71, 805-813.
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La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor muy importante en procesos como la memoria,
la atencion y el aprendizaje. En el cerebro de pacientes con Alzheimer se ha observado una
reduccion significativa en la actividad de las neuronas colinérgicas, asi como en la

concentracion de ACh, particularmente en areas como el hipocampo y la corteza cerebral®.

La disminucion de los niveles de ACh se asocia, en gran medida, con una mayor actividad
de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), responsable de la hidrolisis de la acetilcolina en
colina y acetato, lo que conduce a una terminacion rapida de la sefial neurotransmisora. Este
desequilibrio contribuye al deterioro de la comunicacion sinaptica y, en consecuencia, al
déficit cognitivo caracteristico de la enfermedad™®.

Con base en esta evidencia, la inhibicion de la acetilcolinesterasa se ha consolidado como
una de las principales estrategias terapéuticas para el tratamiento sintomatico del Alzheimer,
ya que permite incrementar los niveles sinapticos de acetilcolina y mejorar, de manera

temporal, la funcion cognitiva en los pacientes.

Inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChEIs) como estrategia
terapéutica

De acuerdo con la hipétesis colinérgica de la enfermedad de Alzheimer, una de las principales
causas del deterioro cognitivo se asocia con la disminucion en los niveles del neurotransmisor
acetilcolina. Esta disminucion afecta directamente las funciones fisioldgicas en el
aprendizaje, la memoria, la regulacion motora y la regulacion del ciclo del suefio. En este
contexto, una estrategia terapéutica ampliamente utilizada ha sido el empleo de inhibidores
de la enzima acetilcolinesterasa (AChEIs), cuyo objetivo es prolongar la disponibilidad de
acetilcolina en el espacio sinaptico y, con ello, mejorar la neurotransmision colinérgica.

Los AChEIs ejercen su efecto al disminuir la velocidad de hidrdlisis de la acetilcolina, lo que

conduce a un aumento transitorio de su concentracion sinaptica y a una mejora sintomatica

9 Olovi, M. B.; Krsti, D. Z.; Lazarevi-Pati, T. D.; Bondi, A. M.; Vasi. Pharmacol. Toxicol. 2013, 1, 315-335
10 Majdi A., Sadigh-Eteghad S., Rahigh Aghsan S., Farajdokht F., Vatandoust S.M., Namvaran A., Mahmoudi
J. Rev. Neurosci. 2020, 31, 391-413.

11 Zhang, J., Zhang, Y., Wang, I. et al. Sig Transduct Target Ther. 2024, 9, 211.
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en funciones como memoria, atencién y aprendizaje, particularmente en pacientes con
enfermedad de Alzheimer en etapas leve a moderada.

Actualmente, los farmacos mas prescritos que actGan como inhibidores de la
acetilcolinesterasa son donepezilo (Aricept®), galantamina (Reminyl®) y rivastigmina

(Exelon®), los cuales se emplean de manera rutinaria en la practica clinica (Figura 1).

Reminyl'ER ...
Galantamina 8 mg ExelO"
Capsulas de liberacion prolongada i

a» |

pozimeV

il

i

S E
OCHg
0} CHg
° OCH N )k N
CH, H;C H

Donepezilo (1)

(Dozimev)
Rivastigmina (2)

Galantamina (3)
(Reminyl) (Exelon)

Figura 1. Inhibidores de la acetilcolinesterasa aprobados para el tratamiento sintomatico de la enfermedad

de Alzheimer: donepezilo, galantamina y rivastigmina

El valor de ICso en la evaluacion de inhibidores de la acetilcolinesterasa
Para evaluar la capacidad de un compuesto de inhibir la enzima acetilcolinesterasa, se realiza
la determinacion in vitro de la inhibicion enzimética y se calcula el valor de I1Cso (half-
maximal inhibitory concentration), definido como la concentracion necesaria para inhibir el
50 % de la actividad de la enzima. De manera general, valores menores de ICso se asocian
con una mayor potencia inhibitoria del compuesto.

Este pardmetro constituye una herramienta ampliamente empleada para la comparacion de la
actividad bioldgica entre diferentes moléculas dentro de una misma serie quimica, asi como
frente a inhibidores de referencia. En este sentido, farmacos empleados clinicamente como
donepezilo, galantamina y rivastigmina presentan valores de ICsg en el rango micromolar a
submicromolar, lo que respalda su utilidad terapéutica como inhibidores de la

acetilcolinesterasa (Figura 2).
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Galantamina Rivastigmina Donepezilo Tacrina
(Reminyl) (Exelon) (Dozimev) (Cognex)
IC5p=1.7 uM IC5p=9.12 uM IC5p=0.02 uM IC50=0.03 pM

Figura 2. Inhibidores de la acetilcolinesterasa de uso clinico y compuestos de referencia empleados en

estudios de actividad inhibitoria

No obstante, también se ha reportado que compuestos altamente potentes, como tacrina,
pueden presentar efectos adversos importantes, particularmente hepatotoxicidad®?, lo que
evidencia que una elevada actividad inhibitoria no es el Unico criterio relevante en el
desarrollo de nuevos AChElIs.

Por lo anterior, resulta necesario continuar con la busqueda de nuevas entidades quimicas
qgue combinen una adecuada potencia inhibitoria con perfiles de seguridad mejorados,

independientemente de su grado de complejidad estructural.

Alcaloides y otros heterociclos nitrogenados de origen natural como

inhibidores de acetilcolinesterasa

Diversos compuestos de origen natural han sido identificados como inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa, lo que ha despertado interés en su estudio como posibles agentes para el
tratamiento sintomético de la enfermedad de Alzheimer. En particular, los productos
naturales continlan representando una fuente importante de estructuras quimicas con alta
diversidad y complejidad, muchas de las cuales presentan actividad bioldgica significativa.
Dentro de este grupo, los compuestos heterociclicos nitrogenados, especialmente los
alcaloides, han mostrado una participacion destacada como inhibidores de AChE**4, Estas
moléculas presentan una amplia variedad de esqueletos estructurales, lo que ha permitido
identificar diferentes patrones de interaccién con el sitio activo de la enzima y con regiones

periféricas del bolsillo catalitico.

12p, B. Watkins, H. J. Zimmerman, M. J. Knapp, S. I. Gracon and K. W. Lewis, J. Am. Med. Assoc., 1994, 271,
992- 998.

13 Houghton, P. J.; Ren, Y.; Howes, M. J. Nat. Prod. Rep. 2006, 23, 181-199.
14 Hostettmann, K.; Borloz, A. U.; Urbain, A.; Marston, 4. Curr. Org. Chem. 2006, 10, 825-847.
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Entre los ejemplos mas representativos se encuentran la fisostigmina, aislada de Physostigma
venenosum (ICso = 0.25 uM)®, la huperzina A, aislada de Huperzia serrata (ICso = 0.023
M),y la leptomerina, aislada de Esenbeckia leiocarpa (1Cso = 2.5 uM)* (Figura 3). Estos
compuestos ilustran como estructuras relativamente distintas pueden exhibir actividad

inhibitoria frente a la acetilcolinesterasa.

3&\ /O N\
N
N
MeO H \
Fisostigmina Huperzina A Leptomerina
IC50=0.25 mM IC5,=0.023 mM IC50=2.5mM

Figura 3. Alcaloides de origen natural con actividad inhibitoria sobre la acetilcolinesterasa

Es de particular interés la leptomerina, ya que presenta una actividad inhibitoria del mismo
orden de magnitud que algunos farmacos utilizados clinicamente, como galantamina y
rivastigmina. Ademas, su estructura no excesivamente compleja sugiere una factibilidad
sintética adecuada, lo que la convierte en un punto de partida atractivo para el disefio y la
obtencion de analogos estructurales con potencial mejora en su perfil bioldgico.

En conjunto, estos antecedentes respaldan la exploracién de alcaloides y otros heterociclos
nitrogenados de origen natural como andamios moleculares para el desarrollo de nuevos

inhibidores de acetilcolinesterasa.

Importancia de leptomerina como agente inhibidor de acetilcolinesterasa

La leptomerina ha despertado interés como posible agente inhibidor de la acetilcolinesterasa
debido a que presenta una actividad inhibitoria del mismo orden de magnitud que algunos
farmacos empleados clinicamente, como galantamina y rivastigmina. Este comportamiento
resulta relevante si se considera que se trata de un alcaloide de origen natural con una

estructura relativamente sencilla.

5 Luo, W.; Yu, Q.; Kulkarni, S. S.; Parrish, D. A.; Holloway, H. W.; Tweedie, D.; Shafferman, A.; Lahiri, D.
K.; Brossi, A.; Greig, N. H. J. Med. Chem. 2006, 49, 2174-2185.

16 Bai, D. L.; Tang, X. C.; He, X. C. Curr. Org. Chem. 2000, 7, 355-374.

17 Cardoso-Lopes, E.; Maier, J.; Silva, M.; Regasini, L.; Simote, S.; Lopes, N.; Pirani, J. R.; Bolzani, V.; Marx
Young, M. C. Molecules 2010, 15, 9205-9213.
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A diferencia de otros inhibidores altamente potentes que han mostrado problemas de
toxicidad, la leptomerina representa un punto de partida atractivo para el disefio de nuevos
derivados, en los cuales sea posible optimizar la potencia inhibitoria y, al mismo tiempo,
mejorar perfiles de seguridad.

En este contexto, la leptomerina puede considerarse un punto de partida adecuado para el
desarrollo de nuevas entidades quimicas con potencial aplicacién en el tratamiento

sintomaético de la enfermedad de Alzheimer.

Aislamiento de leptomerina a partir de fuentes naturales

El primer aislamiento de leptomerina se reporté en 1963 a partir de la planta Boronia
ternata’®, Posteriormente, este alcaloide fue identificado en Haplophyllum leptomerum en
1986%° y, mas recientemente, en Esenbeckia leiocarpa en 2010%.

De manera notable, Gnicamente el aislamiento realizado a partir de E. leiocarpa fue asociado
con una actividad inhibidora significativa sobre la acetilcolinesterasa, lo que permitié
reconocer a la leptomerina como un compuesto con interés farmacoldgico.

Estos antecedentes evidencian que, aunque la leptomerina ha sido identificada en diferentes
fuentes naturales, su potencial bioldégico comenzo a ser valorado de manera mas clara a partir

de estudios relativamente recientes.

Sintesis total de leptomerina

Hasta la fecha, solo se han reportado dos sintesis totales de leptomerina, una en 19692 y otra
en 19932 lo cual resulta notable considerando su potencial como inhibidor de
acetilcolinesterasa y su relativa baja complejidad estructural.

En 1969, Werner y colaboradores llevaron a cabo la primera sintesis total de leptomerina
(Esquema 1), mediante una condensacion entre anilina y un [-cetoéster, a través de una
reaccion de tipo Conrad-Limpach, que permitié la formacion de un intermediario

dihidroquinolinico. En la etapa final, se realizé la ciclacion en presencia de calor, seguida de

13 Cardoso-Lopes, E.; Maier, J.; Silva, M.; Regasini, L.; Simote, S.; Lopes, N.; Pirani, J. R.; Bolzani, V.; Marx
Young, M. C. Molecules 2010, 15, 9205-9213.

18 Duffield, A. M.; Jefferies, P. R. Aust. J. Chem., 1963, 16, 292-294.

19 Akhmedzhanova, V. I.; Bessonova, 1. A.; Yunusov, S. Yu. Chem. Nat. Compd. 1986, 22, 78-79.

20 Werner, W. Tetrahedron 1969, 25, 255-261.

21 Narasaka, K.; Shibata, T. Heterocycles, 1993, 35, 1032—1053.
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una metilacion, conduciendo a la obtencion de leptomerina. Sin embargo, esta ruta presentd

un rendimiento global bajo (menor al 20%).

\ 0o
O O H (0]
* )]\/U\/\ H \N / 1A
NH2 H3CO —_— e ——
2) Metilacion |
|

Leptomerina
Rendimiento global < 20%

Esquema 1. Sintesis de leptomerina a partir de un f-cetoéster y anilina mediante reaccion de Conrad-
Limpach

Posteriormente, en 1993 se report6 una segunda sintesis total de leptomerina a través de una
metodologia de tres etapas (Esquema 2), la cual permitio incrementar el rendimiento global
en aproximadamente 46% en comparacion con la ruta original. Esta estrategia inicié con una
cicloadicion [4+2] empleando una base de Schiff de N-arilo, preparada a partir de anilina 'y
butanal, seguida de un tratamiento con butil etinil sulfuro para generar el aducto
correspondiente. Posteriormente, el intermediario fue sometido a metilacién con

trifluorometanosulfonato de metilo y, finalmente, a una hidrolisis basica para conducir a

©\ 1) MgSOy,, tolueno X
/
2)-78°C NG

leptomerina.

95% 70%

O
CF3SO3CH3 1H NaOH aq
60 oC refIUJo |
|

CF3S05°
sovs Leptomerina

Rendimiento global 46 %
Esquema 2. Sintesis de leptomerina mediante una estrategia de ciclacion en tres etapas
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Sintesis de analogos de leptomerina

Ademas de las sintesis totales reportadas para leptomerina, se han descrito diversas
metodologias orientadas a la obtencion de analogos estructurales, particularmente
compuestos heterociclicos nitrogenados que conservan el esqueleto quinolin-4-ona.

Por ejemplo, Kubo y colaboradores reportaron en 199022 una ruta sintética para la obtencion
de un anélogo de leptomerina empleando como paso clave una ciclacion de Niementowski
(Esquema 3). La estrategia inicia con la preparacion de un intermediario amidico a partir de
acido nitrobenzoico, el cual posteriormente es sometido a tratamiento con LDA para inducir
la ciclacion intramolecular y generar el nicleo quinolin-4-ona con un rendimiento del 78%.
Finalmente, la metilacion del heterociclo conduce al analogo correspondiente, alcanzando un

rendimiento global del 69%.

1) SOCIy/ piridina
2) Et,NH/THF

COOH CONEt,
@ s @
—_—
—
4 (0]

5) TsOH/PhH
100%

o o}

LDA/THF Mel/NaH/THF |
0°-50° —_—

N |

H
78% 89%

Esquema 3. Sintesis de un analogo de leptomerina mediante ciclacién de Niementowski.

En 2005, Tois et al. describieron la sintesis de 4-oxo-quinolinas 2,3-no sustituidas a partir de
una enamina (Esquema 4), en condiciones reductoras, en ciclohexeno, utilizando Pd al 10%
sobre carbono como catalizador. La enamina puede sintetizarse mediante la condensacion de
o-nitroacetofenona I con N,N-dimetilformamida dimetilacetal (CH3).NCH(OCHzs)2, en N,N-
dimetilformamida (DMF)%,

22 Nakatsu, T.; Johns, T.; Kubo, 1. J. Nat. Prod. 1990, 53, 1508-1513.
B Tois J., Vahermo M., Koskinen A., Tetrahedron Lett. 2005, 46(5), 735-737.

Pagina | 19



| —_— | N _— |
R+ RT _ | Y |
Z>No, NO, l\ll N

Esquema 4. Sintesis de 4-oxo-quinolinas.

En 2007, Gataullin®* y colaboradores desarrollaron una ruta para la obtencion de un analogo
de leptomerina a partir de la oxidacion de una anilida utilizando perdxido de hidrogeno en
acido fdérmico, lo que condujo a la formacion de un &cido cetocarboxilico como
intermediario, generado a través de la apertura de un epoxido. Posteriormente, el tratamiento
de este acido con hidruro de litio en THF bajo condiciones de reflujo permitié la formacién

del nucleo quinolin-4-ona correspondiente (Esquema 5).

O 0 O — 0
[ —" .
NH

HCOOH NH NH

FO 24n Fo Fo

57%

CO,H CO,H
[0] LiH |
—_—
—_—

NH THF, reflujo
FO 18 h

50%
Esquema 5. Sintesis de un analogo de leptomerina mediante oxidacién de anilidas y ciclacion reductiva.

Iz

Mas adelante, en 2011, Reissig?® y colaboradores reportaron la sintesis de una serie de
derivados de quinolin-4-ona empleando una version modificada de la ciclacion de Camps.
Esta metodologia utiliza orto-amidoacetofenonas como sustratos y emplea
trifluorometanosulfonato de trimetilsililo y trietilamina en 1,2-dicloroetano (DCE) bajo
reflujo durante tres dias. Mediante este procedimiento se obtuvieron los derivados deseados

con rendimientos que oscilaron entre el 26% y el 92% (Esquema 6).

24 Gataullin, R. R.; Abdrakhmanov, I. B. Russ. J. Org. Chem. 2007, 43, 723-728.
% Eidamshaus, C.; Triemer, T.; Reissig, H.-U Synthesis, 2011, 20, 3261-3266.
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Esquema 6. Obtencién de derivados de quinolin-4-ona mediante ciclacion modificada de Camps

En 2015, Hu et al. reportaron un nuevo método que permite acceder a una amplia gama de
2-arilquinolina-4(1 H )-onas mediante una reaccion de Mannich intermolecular oxidativa sin
el uso de metales entre aminas secundarias y cetonas sin modificar (Esquema 7). Obteniendo

diversos analogos con un rendimiento muy alto®.

?  TEMPO (2 equiv) O
| X R KO'Bu (2 equiv) N | R
R T
AN DMSO (0.05 M) _
N AT goec,6h N A

20 ejemplos

Esquema 7. Reaccién de Mannich intermolecular oxidativa libre de metales para la sintesis de 2-
arilquinona-4(1 H )-onas a partir de aminas secundarias y cetonas.

En este contexto, se han reportado diversas metodologias orientadas a la obtencién de
alcaloides y compuestos heterociclicos que contienen el sistema quinolin-4-ona, con
sustituyentes alquilo o arilo en las posiciones C-2 y/o C-3. Estas estrategias sintéticas
comprenden distintos enfoques, entre los que destacan la sintesis de Conrad-Limpach?’,
basada en la condensacion de anilinas con B-cetoésteres; la reaccion de Camps?, que

involucra la ciclizacion de orto-acilaminoacetofenonas; y el método de Niementowski®®, a

Z'W. Hu, J. P. Lin, L. R. Song, Y. Q. Long, Org. Lett., 2015, 17 (5), 1268-1271.
%7 Conrad, M.; Limpach, L. Ber. dtsch. Chem. Ges, 1887, 20, 944-948.

2 Camps, R. Ber. dtsch. Chem. Ges, 1899, 32, 3228-3234.

29 Niementowski, S. Ber. dtsch. Chem. Ges, 1894, 27,2, 1394—1403.
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partir de &cidos antranilicos y derivados de iminas, entre otros procedimientos ampliamente
descritos en la literatura.

De manera adicional, se han desarrollado metodologias méas recientes que emplean
intermediarios de tipo enaminocetona, como la estrategia de Leimgruber-Batcho, las cuales
han demostrado ser alternativas eficientes para la construccion del nucleo quinolin-4-ona.
Estos antecedentes ponen de manifiesto la versatilidad sintética disponible para el acceso a
este tipo de estructuras, asi como el interés sostenido en su exploracién como andamios
moleculares con potencial aplicacion en el desarrollo de nuevos inhibidores de

acetilcolinesterasa (Esquema 8).

Niementowski Camps

0 0

o™ e oo

|
H/R'

Conrad-Limpach

l base o R
calentamiento base
o
catalisis acida
(o) (0] 0]
\ tal
NR; reduccién | rcnae;.a %
N R X R
NO, N
Leimgruber-Batcho X = NHy/NHR'

X = Br/l (+amina)

Esquema 8. Métodos establecidos para la construccién del sistema de anillo quinolin-4-ona.

En este sentido, los antecedentes presentados evidencian que el ndcleo quinolin-4-ona
constituye un andamio quimico de gran interés en el desarrollo de inhibidores de
acetilcolinesterasa, tanto por su presencia en productos naturales bioactivos como por la
diversidad de estrategias sintéticas disponibles para su construccién y modificacién
estructural. En particular, la leptomerina destaca como un compuesto de origen natural con
actividad inhibitoria relevante y una arquitectura molecular que permite su acceso por sintesis
total, asi como la obtencién de analogos. Estos elementos sustentan el interés en explorar
rutas sintéticas hacia leptomerina y sus derivados, asi como en evaluar su potencial como

inhibidores de acetilcolinesterasa.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar y aplicar una estrategia sintética reproducible para la obtencién de leptomerina 'y
de anélogos estructurales de tipo quinolin-4-ona, confirmar su estructura mediante técnicas
espectroscopicas avanzadas, y evaluar su actividad inhibitoria frente a la acetilcolinesterasa
mediante estudios in vitro y de acoplamiento molecular, con el propoésito de analizar la

relacion estructura-actividad dentro de esta familia de compuestos.
Objetivos especificos

e Establecer las condiciones de reaccion adecuadas para la sintesis de leptomerina 'y de
una serie de analogos de tipo quinolin-4-ona diversamente sustituidos en la posicion
C-2.

e Optimizar las etapas de ciclacion intramolecular y N-alquilacion para mejorar la

selectividad y reproducibilidad en la obtencion de los compuestos objetivo.

e Realizar la caracterizacion estructural completa de leptomerina y de los compuestos

sintetizados mediante técnicas espectroscopicas, incluyendo RMN 1D y 2D.

e Revisar y confirmar la asignacion estructural de leptomerina a partir del anlisis

comparativo de datos espectroscopicos y correlaciones bidimensionales.

e Evaluar la actividad inhibitoria de los compuestos solubles frente a la enzima

acetilcolinesterasa mediante ensayos in vitro basados en el método de Ellman.
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e Aplicar estudios de acoplamiento molecular (docking) para analizar posibles modos
de interaccion de leptomerina y sus andlogos con la acetilcolinesterasa y apoyar la

interpretacion cualitativa de la relacion estructura-actividad.
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Discusién de resultados

En esta seccion se discuten los resultados obtenidos a lo largo del desarrollo del trabajo,
comenzando por el disefio de la estrategia sintética para la construccion del nucleo quinolin-
4-ona y la sintesis total de la leptomerina, seguida de su caracterizacion espectroscépica,
confirmacion estructural y, finalmente, la evaluacion de su actividad biolégica y el analisis

de relacion estructura-actividad de los andlogos preparados.

Estrategia sintetica para la obtencion de quinolin-4-onas diversamente
funcionalizadas.

La estrategia sintética empleada para la obtencion de leptomerina y sus analogos de tipo
quinolin-4-ona se disefid con base en rutas modulares y reproducibles que permitieran
introducir variaciones estructurales sistematicas en la posicién C-2. Este enfoque facilita
tanto la preparacion del alcaloide objetivo como la generacion de una serie de derivados
estructuralmente relacionados, Utiles para el andlisis de relacion estructura-actividad.

Con la finalidad de acceder a este tipo de compuestos, se visualizd una estrategia sintética
sustentada en el andlisis retrosintético mostrado en el Esquema 9. De acuerdo con este
planteamiento, el esqueleto quinolin-4-ona (I) puede obtenerse a partir de la metilacion del
precursor (Il), el cual a su vez se genera mediante una ciclocondensacion de la
amidoacetofenona 1. La amidoacetofenona 111 puede prepararse por medio de una reaccién
de tipo Schotten-Baumann a partir de la orto-aminoacetofenona IV empleando diversos
cloruros de acilo, lo que permite introducir desde etapas tempranas la diversidad estructural

en la cadena lateral.

Q Q O Schotten %
Metilacion N / Ciclacién Baumann i
| p— | — — c” TR
qg) 2 N & NH NH,
H PN -
Z\R

1 1} ] v

Esquema 9 Andlisis retrosintético para la obtencién de quinolin-4-onas diversamente funcionalizadas.
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Esta aproximacion proporciona una ruta convergente y flexible para la construccion del
nacleo quinolin-4-ona, y resultd adecuada tanto para la sintesis total de leptomerina como
para la preparacion de anélogos diversamente sustituidos en la posicion C-2.

Sintesis total de Leptomerina.

La sintesis total de leptomerina se abordo inicialmente con el objetivo de validar la viabilidad
de la ruta propuesta para la construccion del ndcleo quinolin-4-ona y de generar material
suficiente para su caracterizacion espectroscopica detallada. Para ello, se seleccion6 como
punto de partida la orto-aminoacetofenona (1), la cual se someti6 a una reaccién de acilacion
tipo Schotten-Baumann empleando cloruro de butirilo, dando lugar a la amidoacetofenona
correspondiente (2a) en buen rendimiento (Esquema 8). Este intermediario fue
posteriormente sometido a una ciclacién bajo activacion con TMSOTf en presencia de
trietilamina, permitiendo la formacion eficiente de la quinolin-4-ona sustituida en C-2 (3a),
que constituye el precursor directo del producto natural (Esquema 10). La obtencién de este
compuesto confirmé que la secuencia amida-ciclacion es adecuada para la construccion del

nucleo heterociclico de interés.

o)
o)
) EtsN, n-PrCOCI, CH,Cl, TMSOTTf, EtsN, DCE
25 °C, 20 min 83°C, 12 h
CH, NH |
95 % 90% N
NH, OM H
1 2a 3a

Esquema 10. Sintésis de la quinolin-4-ona 7a a partir de la ortoaminoacetofenona 5.

Una vez establecido el esqueleto quinolin-4-ona, se evalud la etapa de metilacion del sistema
heterociclico, paso clave para acceder a la leptomerina. Durante esta transformacion se
observo competencia entre N-alquilacién y O-alquilacion, dependiendo de las condiciones
empleadas (Esquema 11). En particular, el uso de KzCOz en DMF favorecio
predominantemente la formacion del derivado O-metilado (subproducto), mientras que el
empleo de NaH en THF permitid dirigir la reaccion de manera selectiva hacia el producto N-

metilado, correspondiente a la leptomerina (4a).
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Esquema 11. Influencia de las condiciones de reaccion en la competencia entre N- y O-metilacion del
sistema quinolin-4-ona: formacién del derivado O-metilado (subproducto) y del derivado N-metilado

correspondiente a leptomerina (4a)

Este comportamiento diferencial resulto especialmente til para asegurar el acceso selectivo
al producto natural y puso de manifiesto la sensibilidad del sistema quinolin-4-ona frente a
las condiciones de alquilacion, lo cual fue considerado posteriormente en el andlisis
estructural y espectroscopico del compuesto obtenido.

De manera adicional, la diferenciacion entre los derivados N-metilado (4a) y O-metilado
(subproducto) fue respaldada por el analisis comparativo de sus espectros de RMN de *H y
13C (Figura 4). En el caso del compuesto N-metilado, se observa una sefial simple
caracteristica correspondiente al grupo N-CHz a 81 3.74 ppm, mientras que en el derivado O-
metilado la sefial asociada al grupo O-CHjs aparece desplazada a campo bajo, a 61 4.02 ppm,
consistente con el mayor efecto desprotector ejercido por el &tomo de oxigeno.
Adicionalmente, en el espectro de *H-RMN del compuesto N-metilado se aprecia una sefial
a on 8.45 ppm (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H), atribuible a un protén aromatico localizado en
proximidad al grupo carbonilo del sistema quinolin-4-ona, cuyo desplazamiento a campo
bajo refleja la influencia anisotropica del C=0. En contraste, el derivado O-metilado presenta
dicho proton desplazado ligeramente a campo alto (61 8.14 ppm), lo que concuerda con la

ausencia del carbonilo en posicion lactamica y con la naturaleza quinolinica del sistema.
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Figura 4. Comparacion de los espectros de *H-RMN de los derivados N-metilado (4a) y O-metilado

(subproducto).

Las diferencias entre ambos compuestos se vuelven ain mas evidentes al analizar los
espectros de 13C-RMN. Para el N-metilado, se observa una sefial caracteristica del carbonilo
de lactama a 6¢c 177.8 ppm, junto con un carbono C-2 desprotegido a éc 154.3 ppm,
consistentes con la presencia del sistema quinolin-4-ona. Por el contrario, en el derivado O-
metilado desaparece la sefial de carbonilo y se detectan resonancias a 6c 164.1 y 162.3 ppm,
asociadas a carbonos heteroaromaticos conjugados, asi como la sefial del carbono del grupo
O-CHjs a *C-RMN 55.5 ppm (Figura 5).

En conjunto, estas diferencias espectroscopicas proporcionan una evidencia clara y
complementaria de la regioselectividad observada durante la etapa de metilacion, y respaldan
de manera inequivoca la asignacion estructural del producto N-metilado como leptomerina,

asi como del derivado O-metilado obtenido bajo condiciones alternativas.
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Figura 5. Comparacion de los espectros de *3C-RMN de los derivados N-metilado (4a) y O-metilado

(subproducto).

Reasignacion estructural de leptomerina mediante RMN 1D y 2D

Una vez obtenida la leptomerina por sintesis total, se realizé una revision detallada de los
datos de elucidacion estructural disponibles en la literatura. Este analisis comparativo puso
en evidencia diversas inconsistencias entre los reportes previos, particularmente con respecto
a la asignacion de sefiales de RMN.

La revision bibliografica muestra que la leptomerina ha sido aislada a partir de tres fuentes
naturales: Boronia ternata en 1963, Haplophyllum leptomerum en 1986 y Esenbeckia
leiocarpa en 2010. Paralelamente a estos estudios de aislamiento, se han reportado dos
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sintesis totales de leptomerina hasta la fecha: la primera realizada por Werner en 1969 y una
segunda por Narasaka en 1993.

De manera interesante, Unicamente el aislamiento a partir de E. leiocarpa fue asociado con
una excelente actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa, lo que posiciond a la leptomerina
como un compuesto con potencial para el desarrollo de agentes dirigidos al tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Con base en lo anterior, se encontrd que solo tres trabajos reportan datos de RMN de *H: el
aislamiento de Esenbeckia leiocarpa (2010), el reporte de Haplophyllum leptomerum (1986)
y una sintesis publicada en 1993. Las principales discrepancias se localizaron en la region de
la cadena alifatica, especialmente en las sefiales correspondientes a H-1" y H-2°. Aunque los
desplazamientos reportados en la sintesis de 1993 muestran buena concordancia con los
obtenidos en este trabajo, dicho estudio no incluyé asignaciones individuales de sefiales.

En el caso de RMN de *3C, Ginicamente se dispone de datos en la literatura para el reporte
sintético de 1993 y el aislamiento de 2010. Al comparar estos valores con los obtenidos para
la muestra sintetizada en este trabajo, se observaron diferencias notables en varias sefiales.
Estas variaciones son comprensibles si se considera que los estudios mas antiguos se
realizaron con instrumentacién de menor campo (100 MHz) y sin apoyo de experimentos
bidimensionales, lo que limitaba la precision de las asignaciones.

Con el fin de resolver estas discrepancias, se llevé a cabo una confirmacién estructural
completa de leptomerina mediante RMN de *H y *3C, apoyada por experimentos DEPT-135,
COSY, HSQC y HMBC. El analisis conjunto de estos experimentos permitid asignar de
manera directa y consistente todas las sefiales del compuesto.

En el espectro de RMN de H, la sefial observada a dn 6.24 ppm como simple fue asignada
al proton H-3 del sistema quinolin-4-ona. A manera de ejemplo, se muestra la expansién
correspondiente en el espectro HSQC, donde dicha sefial presenta correlacién directa con el

carbono a é¢ 111.3 ppm, confirmando su naturaleza CH (Figura 6).
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Figura 6. Expansion del espectro de HSQC (CDCls, 500 MHz) de leptomerina 4a.

Es importante resaltar las correlaciones HMBC que mostré el proton H-3 con los carbonos
C-4 (8¢ 177.8 ppm), C-2 (6¢c 154.3 ppm), C-4a (dc 126.6 ppm) y C-1" (¢ 36.7 ppm), ya que
estas permiten establecer de manera inequivoca la asignacién del carbono cuaternario C-4a,
evitando posibles ambigiedades entre C4a y C-8a. Asimismo, la correlacion observada con

C-2y C-1’ confirma la sustitucion en C-2 por la cadena lateral alquilica (Figura 7).
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Figura 7. Expansion del espectro de HMBC (CDCls, 500 MHz) de leptomerina 4a.

En la regién aromatica se observo el patron caracteristico de un anillo aromatico 1,2-
disustituido. La sefial de H-5 (6w 8.45 ppm, dd) presentd correlaciones COSY con H-6 y
correlaciones HMBC con C-7, C-8a y el carbono carbonilico C-4. A su vez, H-6 mostro6
correlaciones COSY con H-5y H-7, confirmando la continuidad del sistema aromatico. Las
sefiales de H-7 y H-8 presentaron los acoplamientos esperados y correlaciones HMBC
consistentes con la topologia del nicleo quinolin-4-ona.

La cadena lateral fue definida con claridad mediante los experimentos COSY y HMBC. Los
protones del metileno H-1" (61 2.70 ppm) mostraron correlacion COSY con H-2" (6w 1.73
ppm), y este a su vez con el metilo terminal H-3” (o1 1.07 ppm), estableciendo la secuencia
metileno—metileno—metilo. Las correlaciones HMBC desde H-1’ hacia C-2, C-3 y C-4

confirmaron su union en la posicion C-2 del nacleo heterociclico.
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El grupo N-metilo se identific como una sefial simple a 61 3.74 ppm, con correlacion HSQC
a dc 34.1 ppm. Las correlaciones HMBC de esta sefial con C-2 y C-8a permitieron confirmar
su union al nitrogeno del sistema quinolin-4-ona.

El conjunto de correlaciones observadas permitio realizar una asignacion completa y sin
ambigiedades de la estructura de leptomerina. Las correlaciones mas relevantes para el
establecimiento del esqueleto quinolin-4-ona y la localizacion de los sustituyentes se
resumen en la Figura 8. Esta asignacion resuelve las discrepancias presentes en reportes

previos.

8.45 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz)

3.74 (s)

Figura 8. Desplazamientos quimicos ow, oc y correlaciones HMBC representativas de leptomerina empleados
para su asignacién estructural.

La comparacion cronoldgica de los datos de RMN de *H y *C disponibles en la literatura
(Tablas 1y 2) muestra con claridad las inconsistencias entre reportes. En particular, el trabajo
de Esenbeckia leiocarpa presenta desplazamientos notablemente distintos para H-1" y H-2',

lo que sugiere una asignacion incorrecta en la cadena lateral.
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Tabla 1. Datos comparativos de RMN de *H de leptomerina

Posicion ~ Haplophyllum Sintesis 1993 (CDCls, 500 Esenbeckia Este trabajo (CDClIs, 500
leptomerum 1986  MHz) leiocarpa MHz)
(CDCls, 100 2010
MHz) (CDCls, 500
MHz)
H-3 6.11 (1H, s) 6.19 (1H, s) 6.36 (S) 6.24 (1H, s)
H-5 8.34 (1H,q,9, 3 8.40 (1H, dd, 1.7, 8.0 Hz) 8.41 (dd) 8.45 (1H, dd, 8.1, 1.7 Hz)
Hz)
H-6 7.42 (3H, m) 7.32 (1H, dd, 8.0, 8.0 Hz) 7.34 (b) 7.37 (1H, ddd, 8.0, 6.9, 0.9
Hz)
H-7 7.62 (1H, ddd, 1.7, 8.0, 8.0 7.52 (d) 7.66 (1H, ddd, 8.7, 6.9, 1.7
Hz) Hz)
H-8 7.46 (1H, d, 8.0 Hz) 7.63 (d) 7.50 (1H, d, 8.6 Hz)
H-1’CL 259 (2H,t,7.5 2.65(2H, dd, 7.8, 7.8 Hz) 1.60 (m) 2.70 (2H,t, 7.4 Hz)
Hz)
H-2’CL  1.63(3H, m) 1.65-1.73 (2H, m) 1.60 (m) 1.73 (2H, tq, 7.4 Hz)
H-3’CL  0.99 (3H,t, 7.5 1.03 (3H, t, 7.3 Hz), 0.85 (1) 1.07 (3H, t, 7.4 Hz)
Hz,)
N-CHs 3.62 (s, 3H) 3.69 (3H, s) 3.77(s) 3.74 (3H, s)

CL= cadena lateral

En RMN de 3C, se observd ademas el intercambio de las sefiales correspondientes a C-4a 'y

C-8aen dicho reporte, situacion comprensible dada la similitud electronica de estos carbonos

cuaternarios cuando no se dispone de correlaciones bidimensionales.

Adicionalmente, la sefial de C-2 no fue reportada en el estudio de 2010, mientras que en este

trabajo se observa con claridad y se encuentra respaldada por correlaciones HMBC desde H-

3y desde el grupo N-metilo. Esto resalta la importancia de realizar asignaciones completas

apoyadas en RMN bidimensional.

Tabla 2. Datos comparativos de RMN de *3C de leptomerina

Posicion

C-2

C-3

C-4
C-4a
C-5

C-6

C-7

C-8
C-8a
C-1'CL
C-2’CL
C-3'CL
N-CH3

Sintesis 1993
(CDCls, 125
MHz)

154.4

111.2

177.8

126.5

126.6

123.2

132.0

115.3

141.9

36.6

21.7

13.7

34.0

Esenbeckia leiocarpa
2010 (CDCls, 125

Este trabajo
(CDCls, 125 MHz)

MHz)

No rep 154.3
109.0 111.3
177.23 177.8
142.14 126.6
126.57 126.7
123.70 123.3
132.18 132.0
115.9 115.3
126.7 142.0
27.6 36.7
27.6 21.8
11.6 13.8
34.4 34.1

CL=cadena lateral; No rep=no reportado.
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Con la estructura de leptomerina correctamente confirmada y con sus elementos de
conectividad y sustitucion claramente establecidos, se contdé con una base estructural
confiable para interpretar su comportamiento quimico y para definir posiciones adecuadas de
modificacion estructural. En particular, la posicion C-2 del nucleo quinolin-4-ona se
identifico como un punto directo de variacion, adecuado para introducir cambios sistematicos
en tamafo, volumen estérico y caracter lipofilico del sustituyente, sin comprometer la
integridad del esqueleto heterociclico.

Con base en ello, se planted la sintesis sistematica de una serie de analogos variando la
naturaleza y longitud del sustituyente en C-2, asi como el estado de metilacién del nitrégeno,
con el fin de explorar la relacion estructura-actividad dentro de esta familia de compuestos.

Disefio y sintesis de analogos de leptomerina

Con base en la validacion estructural de leptomerina y en la identificacion de la posicién C-
2 como un sitio privilegiado de modificacion, se abordo el disefio de una serie de analogos
estructurales orientados a explorar de manera sistematica el efecto de cambios en tamafio,
volumen estérico y caracter lipofilico del sustituyente, asi como el impacto del estado de
metilacién del nitrégeno del sistema.

Bajo este planteamiento, se prepar6 una biblioteca enfocada de analogos variando de forma
controlada la naturaleza y longitud del sustituyente en C-2, manteniendo constante el nucleo
quinolin-4-ona. Este enfoque permite evaluar de manera comparativa el efecto de
modificaciones estructurales especificas sobre el comportamiento bioldgico dentro de una
misma familia quimica.

La estrategia sintética empleada para la obtencion de estos derivados se muestra en el
Esquema 12, donde se presenta la sintesis modular de las series N-H libres y N-metiladas. La
ruta permite generar de manera consistente multiples analogos a partir de intermediarios

comunes, facilitando una exploracion sistematica de la relacion estructura-actividad.
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Anilogos de leptomerina de cadenas cortas
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Analogos de cadenas largas Anilogos con sustituyentes aromaticos
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Esquema 12. Sintesis modular de an&logos de leptomerina (3a—h y 4a—h) con variacién sistematica en la

posicion C-2 del nucleo quinolin-4-ona.

Analisis in vitro de inhibicidon de acetilcolinesterasa

La actividad inhibitoria de los compuestos sintetizados frente a la enzima acetilcolinesterasa
se evalu6 mediante un ensayo espectrofotométrico basado en el método de Ellman, el cual
consiste en la hidrolisis del sustrato acetiltiocolina por accion de la AChE, produciendo
tiocolina, que posteriormente reacciona inmediatamente con el reactivo de Ellman, 4cido
5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), formando el anion 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB"), el
cual presenta un color amarillo intenso. La intensidad del color amarillo generado es
directamente proporcional a la actividad enzimética y la cual puede cuantificarse mediante

espectrofotometria, a una longitud de onda de 412 nm (Figura 9).
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Figura 9. Representacion general del ensayo de inhibicion de la acetilcolinesterasa mediante el método de

Ellman.

Los ensayos se realizaron empleando como controles positivos inhibidores de referencia, y
cada medicion fue efectuada por triplicado con el fin de asegurar consistencia en los
resultados. La actividad enzimética se determind a partir de la pendiente de la curva de
absorbancia en funcién del tiempo, y el porcentaje de inhibicién se calcul6 con respecto al
control negativo, considerado como el 100 % de actividad enzimatica.

Es importante sefialar que, debido a limitaciones de solubilidad bajo las condiciones del
ensayo, Unicamente se evaluaron aquellos compuestos que presentaron solubilidad completa
en el sistema de disolucion empleado. Por lo tanto, los resultados bioldgicos reportados
corresponden a un subconjunto de los analogos sintetizados. Esta restriccion experimental se
tomo6 en cuenta en la interpretacion de los datos y en el andlisis posterior de relacién
estructura-actividad.

Los valores de inhibicion obtenidos permitieron identificar tendencias dentro de la serie de
analogos de tipo quinolin-4-ona, particularmente en funcion de la naturaleza y longitud de la
cadena sustituyente en C-2 y del estado de metilacion del nitrégeno. En esta etapa, el analisis
se enfoco en comparar comportamientos relativos dentro de la misma familia estructural, mas

que en establecer comparaciones absolutas con farmacos comerciales.
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Con base en estos criterios, la discusion detallada de la actividad inhibitoria se realiza a partir

de los valores de ICso obtenidos, los cuales se presentan y analizan en la siguiente seccion.

Discusion comparativa de la actividad inhibitoria con base en valores de

1Cso
En concordancia con el enfoque comparativo descrito anteriormente, los valores de ICsp

obtenidos para los analogos de leptomerina permitieron analizar de manera sistematica el
efecto de la naturaleza del sustituyente en C-2 y del estado de metilacion del nitrégeno sobre
la actividad inhibitoria frente a AChE.

La actividad inhibitoria frente a la acetilcolinesterasa de los analogos de leptomerina que
presentaron solubilidad adecuada fue determinada en términos de ICso (UM), y los resultados
se resumen en la Tabla 3. Los valores obtenidos se ubican en el rango submicromolar a
micromolar bajo, lo que confirma que el sistema quinolin-4-ona sustituido en C-2 constituye

una plataforma activa dentro de esta serie.

Tabla 3. Actividad inhibitoria in vitro de acetilcolinesterasa (ICso, UM) de
anélogos de leptomerina y compuestos de referencia

Compuesto Sustituyente en C-2  1Cso frente a AChE (UM)
Derivados de cadena alifatica corta

3a -(CHz)zCH3 0.35
3c -CH,CH3 0.17
4a -(CH2)2CHs 0.33
4b -CHa 0.06
4c -CH,CHjs 1.36
4d -(CH2)sCHs 1.10
Derivados de cadena alifatica larga

4e -(CH2);CHs 4.09
4f -(CH2)10CH3 0.41
Derivados aromaticos

49 -Ph 0.52
4h -(CH2)2Ph 0.73
Compuestos de referencia

Tacrina 0.04
Donepezilo 0.18

Dentro del subconjunto evaluado, varios compuestos con cadenas alifaticas cortas en la

posicién C-2 mostraron las mayores potencias inhibitorias. En particular, los compuestos 3a,
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3c, 4a 'y 4b presentaron valores de ICsg en el intervalo submicromolar, destacando 4b como
uno de los derivados mas activos de la serie. Estos resultados indican que sustituyentes
alquilo de tamafio reducido favorecen la interaccion con la enzima bajo las condiciones
evaluadas.

La comparacion directa entre andlogos N-H y N-metilados fue posible en los pares
correspondientes (por ejemplo, 3a/4a y 3c/4c). En estos casos, la N-metilacion no produjo
una pérdida marcada de actividad, lo que sugiere que la presencia de un NH libre no es un
requisito estricto para la inhibicion de la enzima. Este comportamiento apunta a que las
contribuciones hidrofobicas y estéricas asociadas al sustituyente en C-2 y al ndcleo quinolin-
4-ona tienen un peso mayor que una posible donacion de enlace de hidrogeno desde el
nitrogeno lactamico.

El aumento en la longitud de la cadena alifatica mostro efectos no lineales sobre la potencia
inhibitoria. Mientras que algunos derivados de cadena larga conservaron actividad
apreciable, otros presentaron disminucion en la inhibicidn, lo cual puede relacionarse con
restricciones estéricas dentro de la garganta catalitica de la enzima y con cambios en el
balance entre hidrofobicidad y ajuste conformacional.

Los derivados aromaticos evaluados mostraron inhibicion moderada, consistente con la
introduccion de mayor rigidez estructural y posibles interacciones de tipo m-m, aunque con
menor flexibilidad conformacional en comparacién con las cadenas alifaticas cortas.

Al comparar los valores obtenidos con los inhibidores de referencia incluidos en el ensayo,
se observa que varios analogos presentan 1Cso del mismo orden de magnitud que donepezilo
bajo las condiciones experimentales empleadas. Esta cercania de orden de potencia respalda
el interés del nucleo quinolin-4-ona sustituido como sistema de partida para estudios
adicionales, sin implicar equivalencia farmacoldgica directa.

En conjunto, los resultados muestran que modificaciones relativamente sutiles en la posicion
C-2 generan cambios medibles en la actividad inhibitoria, estableciendo una base
experimental clara para el analisis de relacion estructura-actividad, la cual se explora a mayor

detalle en la siguiente seccion mediante estudios de acoplamiento molecular.
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Analisis de la relacion estructura-actividad de analogos de leptomerina
mediante acoplamiento molecular (docking)

Como se mostro en la seccion anterior, la confirmacion inequivoca de la estructura quimica
de la leptomerina mediante técnicas de RMN 1D y 2D constituye un punto de partida esencial
para el andlisis posterior de su comportamiento bioldgico. Contar con una estructura
correctamente asignada es un requisito indispensable para cualquier estudio de relacién
estructura-actividad, ya que errores en la definicion estructural pueden conducir a
interpretaciones incorrectas de los resultados bioldgicos y computacionales.

En este contexto, el estudio de acoplamiento molecular se emplea como una herramienta
bioinformética que permite explorar, a nivel molecular, las posibles interacciones entre un
ligando y una proteina blanco. En el presente trabajo, la proteina de interés es la
acetilcolinesterasa humana, mientras que los ligandos evaluados corresponden a la
leptomerina y a una serie de analogos de tipo quinolin-4-ona diversamente funcionalizados
en la posicién C-2, disefiados a partir de la estructura confirmada del alcaloide natural.

El anélisis de acoplamiento permite proponer modelos de unién proteina-ligando y estimar
de manera comparativa la afinidad relativa de los compuestos mediante funciones de
puntuacion (scoring functions). Estos valores de score no deben interpretarse como
predictores cuantitativos directos de la actividad bioldgica experimental, sino como
pardmetros Utiles para comparar tendencias de interaccion dentro de una misma serie de
compuestos evaluados bajo condiciones computacionales consistentes. Por ello, los
resultados de acoplamiento molecular se emplean con fines interpretativos y de apoyo al
analisis de relacion estructura-actividad, y se discuten en conjunto con los datos
experimentales de inhibicion enzimatica.

A partir de la estructura correctamente asignada de la leptomerina, se disefié una serie de
analogos con variaciones sistematicas en la longitud y naturaleza de la cadena alquilica en
C-2, asi como en el estado de metilacion del nitrogeno del sistema quinolin-4-ona. Este
disefio racional permitié evaluar como modificaciones estructurales especificas influyen en
la interaccion con los diferentes sitios de la acetilcolinesterasa, incluyendo el sitio catalitico
(CAS) y el sitio periférico (PAS), ambos relevantes en la inhibicion de la enzima.

De esta manera, el estudio de acoplamiento molecular no se presenta como un analisis

aislado, sino como una extension logica de la caracterizacion estructural previamente
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realizada. Los resultados obtenidos a partir del acoplamiento se discuten en funcién de la
estructura confirmada de la leptomerina y se utilizan para racionalizar las tendencias
observadas en la actividad inhibitoria de los analogos sintetizados, contribuyendo asi a una
comprension integral de la relacion estructura-actividad dentro de esta familia de
compuestos.

Como se mencion0 anteriormente, se presentaron limitaciones en la solubilidad de algunos
compuestos bajo las condiciones del ensayo bioldgico, por lo que Unicamente se evalu6 un
subconjunto representativo de 10 andlogos en los estudios de acoplamiento molecular (Figura
10).

o] o] 0] o] o

LA CO Tl TN | U 0
w : w : N \
(4b)

(3¢) (4c) (3a) (4a)

Leptomerina

o] o
Q\)j\/\/\/\/ Q\)j\/\/\/\/\/\

N N

| |

(4e) (4f)

(49) (4h)

Figura 10. Leptomerina y analogos evaluados en el estudio de acoplamiento molecular.

Para la realizacion de los estudios de acoplamiento molecular se emplearon dos estructuras
cristalinas de acetilcolinesterasa humana, correspondientes a los complejos con tacrina (PDB
ID: 7XN1) y con donepezilo (PDB ID: 4EYT7), Figura 11.

La preparacion de los sistemas, definicion del sitio de union y los célculos de acoplamiento

molecular se llevaron a cabo utilizando el programa Chimera version 1.19.
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(b)

(@)

Figura 11. Estructuras cristalinas de acetilcolinesterasa humana empleadas en los estudios de acoplamiento
molecular: (a) complejo con tacrina (PDB ID: 7XN1) y (b) complejo con donepezilo (PDB ID: 4EY7).

Resultados de acoplamiento molecular empleando la estructura 7XN1

Los compuestos con cadenas alifaticas cortas mostraron un modo de union preferente al sitio
catalitico (CAS), con interacciones predominantes con residuos conservados como Trp86 e
His447, lo cual se describié de manera mas adecuada utilizando la estructura 7XN1, que

contiene un inhibidor pequefio y presenta una garganta catalitica mas estrecha (Figura 12).
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Figura 12. Poses obtenidas del calculo de acoplamiento molecular en la estructura 7XN1. (a) Tacrina (color
rosa). (b) Superposicién de las poses de todos los ligandos evaluados. (c) Ligandos con cadenas alifaticas
cortas. (d) Ligandos con cadenas alifaticas largas. (e) Ligandos con sustituyentes aromaticos.

Las energias de interaccion calculadas para los compuestos de cadena alifatica corta
acoplados en el modelo 7XN1 se resumen en la Tabla 4. En general, los valores de score
obtenidos se encuentran en un rango consistente con interacciones favorables dentro de la
garganta catalitica de la enzima y guardan concordancia con las tendencias experimentales

de inhibicion.
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Tabla 4. Energias de interaccion de ligandos de cadena corta con la
estructura 7XNI.

ICso (uM) Score (kcal/mol)

Q 0.06 -1.2
el
N
|
4b
@foﬁ\/ 0.17 -7.7
N |
3c
@f?j\/ 1.36 -7.1
]
|
4c
@KE\/\ 0.35 -7.5
Hl
3a
@f?j\/\ 0.33 -7.3
NI
|
4a
dﬁv\/ 1.10 -6.9
N|
|
4d
Tacrina 0.04 9.7

Como se observa en la Figura 12c, los compuestos de cadena corta adoptan una orientacion
similar a la de tacrina dentro del sitio catalitico. EI grupo carbonilo del nucleo quinolin-4-
ona establece interacciones mediadas por una molécula de agua de cristalizacion, de manera
analoga al inhibidor de referencia. Asimismo, se identifican interacciones de apilamiento -

7 con el residuo aromatico Trp86 en todos los ligandos, asi como contactos adicionales con

Tyr337.
En algunos compuestos, particularmente 4c y 4d, se observaron interacciones adicionales

con His447, que incluyen enlaces de hidrégeno convencionales y contactos C-H---O, lo que

podria contribuir a la estabilizacion del complejo.
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Los compuestos mas activos de la serie, 4b (ICso = 0.06 pM) y 3¢ (ICs0=0.17 pM), presentan
un modo de unioén bien definido dentro de la garganta catalitica. En el caso de 4b, ademas de
las interacciones n-m con Trp86 y Tyr337, se identifican contactos m-alquilo con Trp439 y
Tyrd49, asi como una interaccion t-donador de enlace de hidrégeno con Tyr337.

El ligando 3¢ muestra igualmente interacciones de apilamiento n-t con Trp86 y Tyr337, asi
como contactos hidrofobicos con Trp439, lo que concuerda con su elevada potencia
inhibitoria (Figura 13).

a) T;p86 b)

x h ;\' // 7
y e
<& b
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I 4 \1 /
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Tyr337 YT

His447 Typase
Tyr44g /

Trp439
Tyr449 ,rp [rysst Trp439 fryras7

Figura 13. Representacion bidimensional de las interacciones ligando-acetilcolinesterasa obtenidas a partir
de estudios de acoplamiento molecular empleando la estructura cristalina 7XN1. (a) Modo de union de
referencia de tacrina. (b) Superposicién de los ligandos 4b y 3c. (c) Interacciones del compuesto 4b con AChE.
(d) Interacciones del compuesto 3c con AChE.

Los demas ligandos de cadena corta conservan un patron de interaccién similar, caracterizado
por contactos consistentes con los residuos Trp86 y Tyr337y, en algunos casos, con Gly121,

lo que sugiere un modo de union conservado dentro de esta subserie.

Los ligandos de cadena larga 4e y 4f interactGan tanto con el sitio catalitico (CAS), de manera

similar a tacrina, como con el sitio aniénico periferico (PAS). En particular, se observan

Pagina | 45



contactos con residuos caracteristicos del PAS, tales como Trp286, Phe297 y Tyr124, lo que

sugiere un modo de unidn de tipo dual para estos compuestos (Figura 14).

Tyr124 Trp286
£

Phe3ds
Tyr337
Trp286
Tyr124 Trp286
2 )
46) ” . 4t) Phe297
Giy121 ¢
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)" é?“/ “)\7\
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N 059,78 =5
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%
y  Rhed3s
Tyra37 Tyr337

Figura 14. Representacion bidimensional de las interacciones ligando-acetilcolinesterasa obtenidas a partir
de estudios de acoplamiento molecular empleando la estructura cristalina 7XN1. (a) Superposicién de los
ligandos 4e, 4f y tacrina. (b) Interacciones del compuesto 4e con 7XNL1. (c) Interacciones del compuesto 4f con

TXN1.

Los ligandos con sustituyentes aromaticos presentan un modo de unién similar al de tacrina

dentro del sitio catalitico, particularmente el compuesto 4h. Por otro lado, el compuesto 4g

muestra interacciones adicionales con Tyr124 mediante apilamiento n-n en forma de T y con

Asp74 a través de una interaccion t-anion, como se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Representacion bidimensional de las interacciones ligando-acetilcolinesterasa obtenidas a partir
de estudios de acoplamiento molecular empleando la estructura cristalina 7XN1. (a) Superposicion de los

ligandos 4g, 4h y tacrina. (b) Interacciones del compuesto 4g. (c) Interacciones del compuesto 4h.
Acoplamiento molecular en la estructura 4EY7

Como se observo en la seccion anterior, el modelo 7XN1 describe de manera adecuada el
comportamiento de los compuestos de cadena corta. Sin embargo, los derivados con cadenas
largas y sustituyentes aromaticos se racionalizan de forma mas clara empleando la estructura
4EY7. Las energias de interaccion calculadas para estos compuestos en el modelo 4EY7 se

resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Energias de interaccion con 4EY7.
ICso (uM) Score (kcal/mol)

@f?j\/\/w 4.09 -8.9
|
N

9 0.41 -7.8
@fh,j\/\/\/\/\/\

O i 0.52 -7.2
|
e
49
O i 0.73 -10.4
|
0
4h
Donepezil 0.18 -12.2

Como se observa en la Figura 16, los compuestos se insertan profundamente en la cavidad
catalitica y establecen interacciones con residuos aroméaticos como Tyr337, Phe338, Tyr341
e His447. Estas interacciones estan dominadas por apilamiento -t y contactos hidrofébicos,
los cuales desempefian un papel central en la estabilizacion del complejo. Asimismo, se
observan contactos adicionales con residuos cercanos a la region periférica, como Tyr124,
Gly120y Gly121.
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Figura 16. Poses de acoplamiento representativas obtenidas empleando la estructura cristalina de la
acetilcolinesterasa 4EY7. (a) Modo de unién de referencia de donepezilo. (b) Superposicion de todos los
ligandos acoplados. (c-e) Orientaciones de unidn representativas de analogos de leptomerina de cadena corta,
cadena larga y con sustituyentes aromaticos dentro del sitio activo catalitico.

Los compuestos mas activos, 4b y 3c, muestran en este modelo interacciones tanto con el
sitio catalitico como con el PAS y, en comparacion con donepezilo, se ubican en una region

mas profunda de la garganta catalitica (Figura 17).
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Figura 17. a) Superposicion de los ligandos donepezilo y los compuestos mas activos 4b y 3c en la estructura
4EY7. (a) Donepeziloy 4b. (b) Donepezilo y 3c. (c) Interacciones del compuesto 4b con AChE. (d) Interacciones
del compuesto 3c con AChE.

Por otro lado, los ligandos 4e y 4f adoptan una conformacion extendida a lo largo del canal
catalitico, estableciendo contactos con residuos aromaticos como Tyr337, Phe338, Tyr341,
Trp286 e His447. Ademas, las interacciones por enlace de hidrégeno con Tyr124 contribuyen
a la estabilizacion del ligando. La participacion de Trp286, residuo localizado en el sitio
anionico periférico, sugiere que estos compuestos actian como inhibidores de unién dual,
interactuando simultaneamente con las regiones catalitica y periférica de la enzima (Figura
18).
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Figura 18. a) Interacciones de los ligandos de cadena larga 4e y 4f en la estructura 4EY7. (a) Superposicion
de donepezilo y el compuesto 4e. (b) Superposicion de donepezilo y el compuesto 4f. (c) Interacciones del

compuesto 4e con AChE. (d) Interacciones del compuesto 4f con AChE.

Para los compuestos aromaticos 4g y 4h también se observan interacciones de apilamiento
n-n e interacciones hidrofobicas con residuos aromaticos como Tyr337, Phe338, Tyr341 y
Trp286. Ademas, las interacciones por puente de hidrégeno con Tyr124 contribuyen a la
estabilizacion del ligando. La participacion de Trp286, ubicado en el sitio anionico periférico,
confirma la capacidad de estos ligandos para interactuar con ambos sitios del bolsillo

catalitico (Figura 19).
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Figura 19. Interacciones de los ligandos aromaticos 4g y 4h en la estructura 4EY7. (a) Superposicién de
donepezilo y el compuesto 4g. (b) Superposicion de donepezilo y el compuesto 4h. (c) Interacciones del
compuesto 4g con AChE. (d) Interacciones del compuesto 4h con AChE.

En conjunto, los estudios de acoplamiento molecular empleando las estructuras 7XN1 y
AEYT permiten racionalizar de manera coherente las tendencias observadas en la actividad
inhibitoria de los analogos de leptomerina. Los derivados de cadena corta muestran
preferencia por el sitio catalitico, mientras que los compuestos con cadenas largas y
sustituyentes aromaticos presentan la capacidad de interactuar simultaneamente con el sitio
catalitico y el sitio anidnico periférico, comportandose como inhibidores de unién dual. Estas
observaciones concuerdan con los valores de ICso obtenidos experimentalmente y apoyan el
disefio racional de la serie, confirmando que las modificaciones en C-2 y el estado de
metilacion del nitrégeno modulan de manera significativa el modo de unién y la potencia

inhibitoria.
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Desarrollo Experimental

La cromatografia analitica en capa fina (TLC) se ejecut6 utilizando placas de gel de silice
con un indicador de fluorescencia (F254), especificamente placas de gel de silice 60 de
calidad comercial. Los sistemas de elucion de fase movil empleados fueron hexano/acetato
de etilo (AcOEt) y diclorometano/metanol. El desarrollo de placas TLC se facilité utilizando
luz ultravioleta de onda corta a 254 nm. En el caso de la cromatografia en columna se utilizé
gel de silice 60 de Merck®, siguiendo la técnica de cromatografia en columna (CC) flash. El

sistema de elucion consistié en una combinacion de hexano/AcOEt y DCM/MeOH.

Resonancia Magnética Nuclear:

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se obtuvieron en un espectrémetro
BRUKER-AVANCE I1l (500 MHz). Como disolvente se utilizd cloroformo deuterado
(CDClg). Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm (8), las constantes de
acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales de los diferentes
espectros de 'H est4 referida como “s” para una sefial simple, “d” para una sefial doble, “dd”

para una sefial doble de dobles, “ddd” para una sefial doble de doble de dobles, “m” para una

sefial multiple.

Puntos de fusion:
Los puntos de fusion se determinaron utilizando un fusidmetro marca SEV con técnica de

cubreobjetos, con escala en grados Celsius.

Disolventes y materias primas:
Los reactivos que se utilizaron fueron de calidad grado analitico.
Los disolventes empleados fueron purificados y secados de acuerdo con los métodos

reportados.*
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Procedimiento general para la obtencidn orto-amidoacetofenonas

o o) o
O, 8. (X,
NH ] NH

2 Et;N, DCM
25 °C, 20 min
(@) R
Rendimiento 90-95 %
Cloruro de acetilo: R = CH, 2b: R = CHj
Cloruro de propionilo: R = CH,CH,4 2c¢: R = CH,CH;3
Cloruro de butirilo: R = CH,CH,CHj, 2a: R = CH,CH,CH3
Cloruro valerilo: R = CH,CH,CH,CH,4 2d: R = CH,CH,CH,CH3
Cloruro de nonanoilo: R= (CH,);CH, 2e: R= (CH;);CH3
Cloruro de dodecanoilo: R= (CH,);oCHj3 2f: R = (CH3)19CH3
Cloruro de benzoilo: R= Ph 29: R =Ph
Cloruro de hidrocinamoilo: R= (CH,),Ph 2h: R = (CH3),Ph

Esquema 23. Procedimiento general para la obtencidn de amidas con diversos cloruros de acilo.

A una solucion de 2-aminoacetofenona (4.11 mmol) en CH2Cl2 (2 mL), se afiaden el cloruro
de &cido correspondiente (5.8 mmol), y EtsN (4.29 mmol). Se adiciona a la mezcla mas
CHCI> (2mL) y se agita durante 20 min a temperatura ambiente. La reaccion se termina por
la adicién de agua (5 mL) y CH2Cl> (5 mL). A continuacion, se extrae con CH2Cl» (2 x 10
mL) y se lava con solucion acuosa salina (10 mL). La fase orgénica se recupera y se seca con
Na>SOs anhidro, se filtra y se concentra a presién reducida.

La purificacion se lleva a cabo por cromatografia en columna en gel de silice y se eluye con
un sistema Hexano/AcOEt (8:2), dando como resultado las orto-amidoacetofenonas (2a—2h)

con un rendimiento del 90% al 95%.

N-(2-acetilfenil)acetamida (2b)

L,

o

Sélido beige, 95%. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 11.71 (s, 1H), 8.74 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
7.89 (dd, J = 7.7, 2.0 Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H),
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2.67 (s, 3H), 2.23 (s, 3H); °C NMR (126 MHz, CDCls) § 202.8, 169.4, 140.9, 135.1, 131.5,
122.2,121.6, 120.6, 28.6, 25.5.

N-(2-acetilfenil)propionamida (2c)

o0
oél\/
Sélido verde, 94%. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 11.73 (s, 1H), 8.78 (dd, J = 8.5, 1.1 Hz,
1H), 7.89 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 8.5, 8.5 Hz, 1H), 7.10 (ddd, J = 8.1, 7.2, 1.2 Hz,

1H), 2.67 (s, 3H), 2.48 (g, J = 7.6 Hz, 2H), 1.28 (t, J = 7.6 Hz, 3H); 13C NMR (126 MHz,
CDCl3) §202.8, 173.3, 141.1, 135.1, 131.6, 122.1, 121.6, 120.6, 31.7, 28.5, 9.5.

N-(2-acetilfenil)butiramida (2a)

L,

o}

Sélido blanco, 94%. *H NMR (500 MHz, CDCl3) § 11.72 (s, 1H), 8.78 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz,
1H), 7.89 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.6, 7.3, 1.6 Hz, 1H), 7.10 (dd, J= 7.7, 7.7
Hz, 1H), 2.67 (s, 3H), 2.42 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.79 (tq, J = 7.4, 7.4 Hz, 2H), 1.02 (t, J = 7.4
Hz, 3H); 13C NMR (126 MHz, CDCls) & 202.8, 172.5, 141.1, 135.1, 131.6, 122.1, 121.6,
120.7, 40.6, 28.5, 18.9, 13.7.
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N-(2-acetilfenil)pentanamida (2d)

NH

o}

Aceite incoloro, 93%. *H NMR (500 MHz, CDCl3) § 11.72 (s, 1H), 8.77 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
7.88 (d, J =8.1 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 8.6, 8.6 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H), 2.65
(s, 3H), 2.43 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.74 (it, J = 7.6, 7.6 Hz, 2H), 1.42 (dq, J = 7.4, 7.4 Hz, 2H),
0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCl3) 5 202.7, 172.6, 141.0, 135.0, 131.5,
122.0, 121.5, 120.5, 38.3, 28.4, 27.4, 22.2, 13.6.

N-(2-acetilfenil)nonanamida (2e)

Co
OMW
Aceite incoloro, 92%. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 11.71 (s, 1H), 8.78 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
7.90 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 7.7, 7.7 Hz, 1H), 2.67
(s, 3H), 2.43 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.75 (tt, J = 7.0, 6.9 Hz, 2H), 1.41 — 1.23 (m, 10H), 0.87 (t,

J = 6.3 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCls) § 202.8, 172.9, 141.1, 135.2, 131.6, 122.2,
121.7, 120.8, 38.8, 31.8, 29.3, 29.2, 29.1, 28.6, 25.5, 22.6, 14.1.

N-(2-acetilfenil)dodecanamida (2f)

L,

OMV\/\

Aceite amarillo, 91%. *H NMR (500 MHz, CDCls) 3 11.71 (s, 1H), 8.78 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz,
1H), 7.89 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.7, 7.2, 1.6 Hz, 1H), 7.10 (ddd, J = 8.3,
7.4, 1.2 Hz, 1H), 2.67 (s, 3H), 2.43 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.75 (tt, J = 7.8, 7.8 Hz, 2H), 1.41 —
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1.22 (m, 16H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 1*C NMR (126 MHz, CDCl3) § 202.8, 172.8, 141.2,
135.1, 131.6, 122.1, 121.6, 120.7, 38.8, 31.9, 29.6 (2C), 29.4, 29.3, 29.3, 29.2, 28.6, 25.5,
22.6,14.1.

N-(2-acetilfenil)benzamida (29)

L

)

Solido amarillo, 90%. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 12.70 (s, 1H), 8.99 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
8.08 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.96 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.62 (dd, J = 7.9, 7.9 Hz, 1H), 7.59 — 7.49
(m, 3H), 7.16 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H), 2.72 (s, 3H): *C NMR (126 MHz, CDCls) 5 203.2,
166.1, 141.4, 135.4, 134.8, 132.0, 131.8, 128.8 (2C), 127.5 (2C), 122.5, 121.9, 120.8, 28.6.

N-(2-acetilfenil)-3-fenilpropanamida (2h)

L,
Ay

Sélido blanco, 90%. *H NMR (500 MHz, CDCls) & 11.72 (s, 1H), 8.76 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz,
1H), 7.88 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.6, 7.4, 1.6 Hz, 1H), 7.32 — 7.23 (m, 4H),
7.19 (dd, J = 7.1, 7.1 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H), 3.08 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.76

(t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.65 (s, 3H); 2*C NMR (126 MHz, CDCls) § 202.8, 171.5, 141.0, 140.6,
135.1, 131.6, 128.5 (2C), 128.4 (2C), 126.2, 122.3, 121.7, 120.8, 40.2, 31.4, 28.6.
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Procedimiento general para la ciclacion intramolecular de orto-amidoacetofenonas

0o 0

E:fl\cm TMSOTf, Et;N Ejj\
NH 1,2-DCE, 83°C, 12 h N~ R

A :

© Rendimiento 80-90 %
2b: R = CH; 3b: R =CHj4
2c: R = CH,CHj, 3c: R = CH,CH3
2a: R = CH,CH,CHj; 3a: R = CH,CH,CHj4
2d: R = CH,CH,CH,CHj4 3d: R = CH,CH,CH,CH;4
2e: R = (CH,);CH,4 3e: R = (CH;);CH3
2f:R = (CH2)100H3 f:R = (CH2)1OCH3
2g9: R=Ph 39: R=Ph
2h: R= (CH,),Ph 3h: R= (CH,),Ph

Esquema 24. Procedimiento general para la ciclacién intramolecular.

A una solucion de la correspondiente amida (2a-2h) (11.05 mmol) en 9 mL de DCE anhidro,
se adicionan con jeringa EtsN, (33.5 mmol) y TMSOTT (55.25 mmol) en atmdsfera inerte de
N2 a temperatura ambiente y posteriormente se eleva la temperatura a reflujo (83 °C) y se
agita durante toda la noche (12h). Posteriormente se detiene la reaccién adicionando 20 mL
de MeOH y 50 mL de una solucion 2M de NaOH. Se extrae con ActOEt (2 x 50 mL) y se
lava con una solucién 2M de NaOH (2 x 50 mL). Para asegurar la maxima extraccion de (2a-
h), se extrae nuevamente con ActOEt (2 x 50 mL) la fase acuosa. Las fases organicas se
combinan se seca con Na2SOs anhidro, se filtra y se concentra a presion reducida.

El producto se purifica por cromatografia en columna en gel de silice con un sistema eluyente

CH2Cl/CH30OH (95:5), obteniendo las correspondientes orto-amidoacetofenonas (3a—3h)

@)
CEIE\

N

H

Solido beige, 90%. *H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10.33 (s, 1H), 8.32 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.58 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.33 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 1H), 6.18
(s, 1H), 2.44 (s, 3H);

con un rendimiento del 80-90%
2-metilquinolin-4(1H)-ona (3b)
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13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 178.5, 150.8, 140.2, 132.0, 125.2, 124.5, 123.8, 118.2,
108.8, 20.2.

2-etilquinolin-4(1H)-ona (3c)

(@)
@fﬁp
N
H

Sélido blanco, 89%. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 12.94 (s, 1H), 8.37 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.83 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.59 (ddd, J = 8.3, 7.1, 1.4 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H),
6.30 (s, 1H), 2.80 (g, J = 7.6 Hz, 2H), 1.33 (t, J = 7.6 Hz, 3H); 13C NMR (126 MHz, CDCls)
§179.0, 156.9, 140.7, 131.8, 125.0, 124.8, 123.6, 118.8, 107.1, 27.3, 13.2.

2-propilquinolin-4(1H)-ona (3a)

O
(:fj\/\

N

H

S6lido rojizo, 90%. *H NMR (500 MHz, CDCls) & 13.01 (s, 1H), 8.38 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.87 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 7.7, 7.7 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H), 6.28
(s, 1H), 2.71 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 1.77 (tq, J = 7.4, 7.4 Hz, 2H), 0.90 (t, J = 6.7 Hz, 3H); 13C
NMR (126 MHz, CDCls) & 178.8, 155.5, 140.8, 131.7, 125.0, 124.9, 123.5, 118.8, 108.0,
36.1, 22.3, 13.5.

2-butilquinolin-4(1H)-ona (3d)

0]
m/v

N

H

Solido beige, 88%. *H NMR (500 MHz, CDCls) & 12.89 (s, 1H), 8.37 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz,
1H), 7.86 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 8.5, 8.5 Hz, 1H), 7.34 (ddd, J = 8.1, 7.0, 1.1 Hz,
1H), 6.27 (s, 1H), 2.66 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 1.70 (tt, J = 7.7, 7.7 Hz, 1H), 1.30 (tq, J = 7.4, 7.4
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Hz, 2H), 0.82 (t, J = 7.4 Hz, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 178.8, 155.7, 140.8, 131.7,
125.0, 124.9, 123.5, 118.8, 107.9, 34.0, 31.1, 22.2, 13.6.

2-octilquinolin-4(1H)-ona (3e)

CLt e

N
Sélido blanco, 87%. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 12.25 (s, 1H), 8.36 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.78 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H), 7.33 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H), 6.26
(s, 1H), 2.70 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 1.71 (tt, J = 7.8, 7.7 Hz, 2H), 1.34 — 1.13 (m, 10H), 0.82 (t,
J =7.0 Hz, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 178.8, 155.3, 140.6, 131.8, 125.2, 124.8,
123.6, 118.5, 108.1, 34.4, 31.8, 29.3, 29.2, 29.1, 29.1, 22.6, 14.1.

2-undecilquinolin-4(1H)-ona (3f)

0]
(:ﬁj\/\/\/\/\/\

N

H

sélido blanco, 86%. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 11.61 (s, 1H), 8.36 (dd, J = 8.1, 1.4 Hz,
1H), 7.70 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.58 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.5 Hz, 1H), 7.32 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz,
1H), 6.23 (s, 1H), 2.68 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 1.72 (tt, J = 7.8, 7.7 Hz, 2H), 1.32 — 1.17 (m,
16H), 0.85 (t, J = 7.0 Hz, 3H); 13C NMR (126 MHz, CDCls) & 178.9, 154.8, 140.5, 131.7,
125.4, 125.0, 123.5, 118.2, 108.3, 34.4, 31.9, 29.6, 29.6, 29.5, 29.3, 29.3, 29.2, 29.0, 22.7,
14.1.
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2-phenylquinolin-4(1H)-one (3g)

(L]
N
L

Solido blanco, 88%. *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8.29 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.75 - 7.69 (m,
1H), 7.67 — 7.61 (m, 2H), 7.57 — 7.48 (m, 3H), 7.37 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H), 6.56 (s, 1H);
13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 179.2, 151.2, 140.2, 134.1, 132.1, 130.5, 128.9 (2C), 127.1
(2C),125.1, 1245, 124.0, 118.1, 107.8.

2-feniletilquinolin-4(1H)-ona (3h)

L,
N
Y

Sélido blanco, 87%.'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8.26 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.59 (dd, J =
8.2, 8.2 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.38 — 7.31 (m, 1H), 7.30 — 7.26 (m, 2H), 7.24 —
7.17 (m, 3H), 6.22 (s, 1H), 3.03 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 2.93 (t, J = 8.3 Hz, 2H); 1*C NMR (126
MHz, CDCls) & 179.1, 153.3, 139.9, 139.9, 131.8, 128.5 (2C), 128.2 (2C), 126.4, 125.3,
124.6,123.7,117.7, 108.3, 35.8, 35.0
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Procedimiento general para la N-metilacion del sistema quinolin-4-ona.

(0] 0O
THF
[}] R 25°C,12h '\ll B
H
Rendimiento 80-90 %

3b: R =CHjy 4b: R = CHj4
3c:R= CHzCH3 4c: R = CH20H3
3a:R = CH2CH20H3 4a: R = CHZCH20H3
3d:R = CH2CH2CH2CH3 4d: R = CH2CH2CH2CH3
3e: R = (CH,),CHs de: R = (CH,),CHj
3f: R = (CH2)1QCH3 4f: R = (CH2)1OCH3
3g: R=Ph 49: R=Ph
3h: R= (CH,),Ph 4h: R= (CHy),Ph

A un matraz que contiene a las correspondientes quinolin4-onas (32—35) (2.67 mmol) se
adiciona NaH (4.08 mmol) en 20 mL de THF, se deja agitar a temperatura ambiente (25 °C),
durante 4 min. Posteriormente se adiciona CHsl (64.25 mmol), y la mezcla resultante se
mantiene en agitacion a temperatura ambiente (25 °C) durante toda la noche (12 h).

La reaccion se detiene adicionando NH4Cl (20 mL), se deja agitando 5 min. Enseguida, se
separa la fase acuosa con NaOH 10% (20 mL). Se extrae con AcOEt (3 x 20 mL). La fase
organica resultante se seca con Na2SOa anhidro se filtra y se concentra a presién reducida.
Los productos se purifican por cromatografia en columna en un sistema 95:5

CHClI,/CH30H, dando un rendimiento del 80% al 90%
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1,2-dimetilquinolin-4(1H)-ona (4b)

T

Sélido blanco, 90%. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.44 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.65 (ddd,
J=87,6.9, 1.7 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.37 (ddd, J = 8.0, 7.0, 0.9 Hz, 1H), 6.22
(s, 1H), 3.72 (s, 3H), 2.47 (s, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 177.7, 150.9, 141.7, 132.0,
126.6, 126.5, 123.2, 115.1, 111.8, 34.2, 22.2.

2-etil-1-metilquinolin-4(1H)-ona (4c)

L

Sélido blanco, 89%. *H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.43 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.64 (dd, J =
7.8, 7.8 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 1H), 6.22 (s, 1H), 3.71
(s, 3H), 2.73 (g, J = 7.5 Hz, 2H), 1.31 (t, J = 6.7 Hz, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCl3) &
177.9, 155.8, 141.8, 131.9, 126.5, 126.3, 123.1, 115.2, 109.9, 33.8, 27.6, 12.8.

1-metil-2-propilquinolin-4(1H)-ona (4a)

COL

Solido amarillo, 89%. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.45 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H), 7.66
(ddd, J = 8.7, 6.9, 1.7 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.37 (ddd, J = 8.1, 6.9, 0.9 Hz, 1H),
6.24 (s, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.70 (t, I =7.4 Hz, 2H), 1.73 (tq, J = 7.4, 7.4 Hz, 2H), 1.07 (t, J =
7.4 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 177.8, 154.3, 142.0, 132.0, 126.7, 126.6, 123.3,
115.3, 111.3, 36.7, 34.1, 21.8, 13.8.
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2-butil-1-metilquinolin-4(1H)-ona (4d)

COl_

Sélido amarillo, 88%. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 8.43 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.64 (dd,
J=8.5,7.2 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 1H), 6.21 (s, 1H),
3.72 (s, 3H), 2.69 (t, 2H), 1.65 (tt, J = 8.0, 7.5 Hz, 2H), 1.46 (tq, J = 7.4, 7.4 Hz, 2H), 0.97
(t, J=7.3 Hz, 3H); °C NMR (126 MHz, CDCl3) § 177.7, 154.6, 141.8, 131.9, 126.4, 126 .4,
123.2,115.3, 111.0, 34.4, 34.1, 30.5, 22.3, 13.7.

1-methyl-2-octylquinolin-4(1H)-one (4e)

CL) e

|

sélido beige, 86%. *H NMR (500 MHz, CDCls) 5 8.45 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.67 (ddd,
J=87,70, 1.8 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 1H), 6.25 (s,
1H), 3.75 (s, 3H), 2.72 (t, 2H), 1.68 (tt, J = 7.8, 7.7 Hz, 2H), 1.43 (tt, J = 7.2, 6.8 Hz, 2H),
1.31 — 1.26 (m, 8H), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 177.8, 154.8,
141.9, 132.0, 126.6, 126.4, 123.3, 115.3, 111.1, 34.8, 34.1, 31.7, 29.2 (2C), 29.1, 28.5, 22.6,
14.1.

1-metil-2-undecilquinolin-4(1H)-ona (4f)

CL)

|
solido beige, 84%. *H NMR (500 MHz, CDCls) 5 8.46 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.66 (ddd,
J=87,6.9, 1.7 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.38 (ddd, J = 7.9, 6.9, 0.9 Hz, 1H), 6.24
(s, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.72 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 1.74 — 1.65 (m, 4H), 1.48 — 1.35 (m, 2H), 1.38
~1.21(m, 12H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCls) 5 177.8, 154.7, 142.0,
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132.0, 126.7, 126.6, 123.3, 115.3, 111.2, 34.8, 34.1, 31.9, 29.6 (2C), 29.5, 29.3, 29.3, 28.6,
22.7,14.1.

1-metil-2-fenilquinolin-4(1H)-ona (49)

Sélido blanco, 87%.'H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.51 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.73 (dd, J =
8.1, 8.1 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.54 — 7.49 (m, 3H), 7.48 — 7.39 (m, 3H), 6.31 (s,
1H), 3.62 (s, 3H);13C NMR (126 MHz, CDCls) 5 177.6, 154.7, 141.9, 135.8, 132.4, 129.6,
128.8 (2C), 128.5 (2C), 126.8, 126.7, 123.7, 115.9, 112.7, 37.3.

1-metil-2-feniletilquinolin-4(1H)-ona (4h)

Solido beige, 86%. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 8.47 (dd, J = 8.1, 2.1 Hz, 1H), 7.68 (dd, J
=7.9, 7.9 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 1H), 7.36 — 7.29 (m,
2H), 7.29 — 7.18 (m, 3H), 6.30 (s, 1H), 3.69 (s, 3H), 3.07 — 2.98 (m, 4H); 13C NMR (126
MHz, CDCls) § 177.8, 153.8, 141.9, 139.6, 132.1, 128.8 (2C), 128.3 (2C), 126.8, 126.7,
126.6, 123.4, 115.3, 111.1, 36.5, 35.1, 34.1.

Andlisis in vitro de acetilcolinesterasa.

Los reactivos y farmacos utilizados en este estudio se adquirieron de Sigma-Aldrich. Se
utilizaron Microplacas Falcon de 96 pozos con tapa, volumen 0.37 ml, de fondo plano

transparente.

Los resultados se leyeron en un espectrofotdémetro a una longitud de onda de 410 nm.
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Preparacion Amortiguador de fosfatos (NazHPO4-KH2POs4, 0.1 M, pH 7.4, J.T Baker)

Se prepard un buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4), el cual se utiliz6 como medio de reaccion

en todos los ensayos.

Calibracién del potenciometro
Preparacion de las soluciones patron

Se emplearon soluciones buffer estandar de pH conocido (7.00 y 10.00).
Calibracion inicial

El electrodo se sumergio en la solucion buffer de pH 7.00, asegurando que el detector de
membrana estuviera completamente cubierto. Se esperd hasta la estabilizacion de la lectura

y se ajusto el potencidmetro al valor correspondiente al pH de la solucion patron.
Calibracion de la pendiente

Posteriormente, el electrodo se enjuagd con agua destilada y se sumergié en una segunda
solucién buffer (pH 10.00). Una vez estabilizada la sefial, se ajusto la pendiente del equipo

segun el valor del buffer empleado.
Condiciones de medicion

Todas las calibraciones se realizaron a temperatura controlada y bajo las mismas condiciones

experimentales que las mediciones posteriores.

Preparacion del reactivo de Ellman (DTNB).

El reactivo de Ellman (5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) se prepard a una concentracion
final de 10 mM. Para ello, se pesaron 39.6 mg de DTNB y se disolvieron en 10 mL de buffer
de fosfatos 0.1 M (pH 7.4). La solucion se mezcl6 suavemente hasta obtener una disolucién
homogénea. El reactivo preparado se protegio de la luz y se mantuvo a 4 °C hasta su uso,

empleandose preferentemente el mismo dia de su preparacion.
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Preparacion de Etopropazina

La etopropazina se prepar6 a una concentracion final de 6 mM. Para ello se pesaron 2 mg de
etopropazina y se disolvieron en 10 mL de buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4). La solucion se

mezclo hasta obtener una disolucién homogénea.

Preparacion de Yoduro de acetilcolina (sustrato)
El yoduro de acetilcolina se prepard a una concentracion final de 28 mM, se disolvieron 7.7

mg de yoduro de acetilcolina en 10 mL de buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4).

Preparacion de la muestra sanguinea

La muestra sanguinea se obtuvo a partir de la vena caudal de rata (Rattus norvegicus). La
rata fue inmovilizada levemente. Posteriormente, se realizé una puncion distal utilizando una
lanceta estéril.

La sangre recolectada se depositdé inmediatamente en un tubo de EDTA y se mantuvo en
refrigeracion hasta su procesamiento. Para el ensayo de acetilcolinesterasa, la muestra
sanguinea fue diluida 1:100 en Triton X-100 al 0.03 %, con el fin de hemolizar los eritrocitos
y liberar la enzima.

Las muestras preparadas se utilizaron de manera inmediata en la determinacion de la
actividad de AChE mediante el método espectrofotométrico de Ellman, evitando ciclos de

congelacion-descongelacion.

Preparacion de controles positivos

La tacrina y el donepezilo, utilizados como controles positivos de inhibicion de la
acetilcolinesterasa, se disolvieron en etanol al 35% para obtener soluciones stock. A partir de
estas, se realizaron diluciones seriadas en buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4) hasta alcanzar
las concentraciones finales de ensayo (0.005, 0.01, 0.02, 0.04 y 0.08 puM)

Preparacion de los compuestos a evaluar

Los compuestos a evaluar se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que los controles
positivos, asegurando condiciones experimentales homogéneas. Se realizaron diluciones
seriadas en buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4) hasta alcanzar las concentraciones finales de
30, 15, 7.5, 3.75, 1.875, 0.937, 0.468 y 0 uM.
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Procedimiento

El ensayo de inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE) se realizé6 mediante una adaptacion
del método espectrofotométrico descrito por Ellman et al., utilizando microplacas de 96

pocillos.

En cada pocillo se adicionaron 50 uLL de la muestra enzimatica (sangre de rata diluida 1:100
en Triton X-100 al 0.03 %), 100 uL de buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4), 50 uL de la solucion
del compuesto en estudio o del control positivo (tacrina o donepezilo), 70 uL de DNTB
(reactivo de Ellman) y 5 uL de etopropazina. Para el control negativo (concentracion 0), el
compuesto fue sustituido por el solvente correspondiente.

La mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C durante 10 min para permitir la interaccion enzima-
inhibidor. Posteriormente, se afiadieron 5 pL de yoduro de acetiltiocolina (28.3 mM) para

iniciar la reaccion enzimatica.

Inmediatamente después de la adicién del sustrato, se monitored el incremento de
absorbancia a 410 nm utilizando un lector de microplacas. Las lecturas se realizaron cada

minuto durante 3 min.

La actividad enzimatica se calculd a partir de la pendiente de la curva de absorbancia en
funcién del tiempo. El porcentaje de inhibicion se determind comparando la actividad de
cada muestra con respecto al control negativo, considerado como 100 % de actividad

enzimatica. Todos los ensayos se realizaron al por triplicado.

Acoplamiento molecular

Todos los programas utilizados en este proyecto son de acceso libre. Para el acoplamiento se
usaron diferentes programas, tales como el servidor en linea CB-Dock2, PyRx y Chimera
1.19. Para la visualizacion de las imagenes se utilizaron Discovery Studio 2025 y Chimera
X.
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La informacion de las proteinas se obtuvo servidores en linea tales como Proteins Plus y
Protein Data Bank. Mientras que la alineacion de secuencias se realizd en el servidor Crustal

Omega.

Validacion del método por Acoplamiento ciego

Seleccidn de los cristales en PDB

Los criterios de seleccién para la validacion del acoplamiento ciego son los siguientes:
1. Similitud estructural

2. Similitud de secuencias

1. Similitud estructural

La busqueda se inicid con cristales que contengan inhibidores conocidos de AChE. En este
caso, tacrina y derivados, dado su parecido estructural con los compuestos sintetizados,
especialmente con aquellos de cadenas cortas, se considerd un punto de partida adecuado
para el acoplamiento molecular (Figura 20). Esta aproximacion permitié evaluar si los
compuestos estudiados podrian acomodarse en el sitio activo de manera similar a la tacrina,

y asi prever posibles modos de union y afinidades relativas.

Los cristales encontrados son los siguientes, PDB Id: 7XN1, 1ACJ, 1E66, 1UT6, 6G1U.
También se buscaron cristales estructuralmente mas grandes, ya que también tenemos
cadenas mas largas en nuestros compuestos, PDB Id: 5FUM, 5FOQ, 7QB4 y 4EY7. Tabla 6.
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Tabla 6. PDB ID de los cristales con ligandos similares estructuralmente.

Proteinas Organismo Resolucion (A) Ligandos

(PDB ID)
1ACJ Tetronarce californica 2.80 A THA A 999
1E66 Tetronarce californica 2.10A HUX A 803
1UT6 Tetronarce californica 240 A A8N A 1538
5FOQ Mus musculus 230 A GC8 A 1543
SFUM Mus musculus 250 A SOF A 1543
7QB4 Mus musculus 2.50 A AJ9 A 603
TXN1 Homo sapiens 2.85A THA A 601
4EY6 Homo sapiens 240 A GNT_A 604
4EY7 Homo sapiens 235A E20 A 604
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Figura 20. Ligandos de los diferentes cristales de AChE, seleccionados para la validacion del método de

acoplamiento ciego.

2. Similitud de secuencias

Con la finalidad de comprender el comportamiento de las interacciones de los ligandos con
los diferentes cristales de acetilcolinesterasa, se realizé un anélisis comparativo de secuencias
de estos, con el objetivo de identificar que aminoacidos se conservan en el sitio de unién de
acetilcolinesterasa. El alineamiento mdltiple de las secuencias de acetilcolinesterasa de
Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus y Tetronarce californica revel6 una alta
conservacion de los residuos cataliticos esenciales. Sin embargo, se identificaron diferencias
en residuos aromaticos localizados en el sitio anionico periférico y la garganta catalitica al
comparar la enzima humana con la de Tetronarce californica. Dado que estos residuos
participan directamente en la unién de inhibidores voluminosos y en el reconocimiento
molecular, dichas variaciones podrian influir en las predicciones de acoplamiento molecular
(Figuras 21-24).
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Figura 21. Alineacién de secuencias entre Homo sapiens (AAA68151.1) y Rattus norvergicus (EDM13278.1).
Donde: (*) coincidencia, (:) existe una conservacion fuerte, (.) existe una conservacion débil, () espacio, no

hay coincidencia.
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Figura 22. Alineacion de secuencias entre Homo sapiens (AAA68151.1) y Tetronarce califérnica
(CAA27169.1). Donde: (*) coincidencia, (:) existe una conservacion fuerte, (.) existe una conservacion débil, (

) espacio, no hay coincidencia.
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Figura 23. Alineamiento de secuencias entre Homo sapiens (AAA68151.1) y Mus musculus (ACF22905.1).
Donde: (*) coincidencia, (:) existe una conservacion fuerte, (.) existe una conservacion débil, () espacio, no
hay coincidencia.

EDM13278.1
ACF22905.1

MRPPWYPLHTPSLASPLLFLLLSLL GRGARAEGREDPQLLVRVRGGOLRGIRLKAPGGPY SAFLGIPFAEPPVGSRRFHPPEPKRPNSGILDATTFQNVCYQYVDTLYPGFEGTEMANPN RELSEDCLYLNVWTPYPRPTSPTPVLINIYGGGFYSGASSLOVYDGRFLAQVEGTVLVSH
MRPPWYPLHTPSLAFPLLFLLLSLLGGGARAEGREDPQLLVRVRGGOLRGIRLKAPGGPY SAFLGIPFAEPPVGSRRFHPPEPKRPNSGVLDATTFQNVCYQYVDTLYPGFEGTEMANPN RELSEDCLYLNVWTPYPRPASPTPVLINIYGGGFYSGAASLDVYDGRFLAQVEGAVLVSH
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Figura 24. Alineacién entre Rattus norvergicus (EDM13278.1) y Mus musculus (ACF22905.1). Donde: (*)
coincidencia, (:) existe una conservacion fuerte, (.) existe una conservacion débil, ( ) espacio, no hay
coincidencia.

Acoplamiento ciego
Se inicio con la validacion del método mediante el servidor CB-DOCK 2, ingresando los

receptores antes mencionados y sus ligandos respectivamente.
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Todas las proteinas y ligandos fueron preparados en el programa Chimera X, eliminando el

agua de cristalizacion, demas ligandos y las fuerzas aplicadas fueron las de Gasteiger.

Una vez que se realizaron las validaciones con todas las proteinas y sus respectivos ligandos,
se realiz6 la validacion “cruzada” utilizando una proteina, pero cambiando los ligandos, por
ejemplo, para el receptor LACJ se corrieron los acoplamientos moleculares con todos los

ligandos de los demas receptores seleccionados, y asi con cada uno Tabla 7.
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Tabla 7. PDB ID de los receptores utilizados para la

validacion cruzada.

Proteina Ligandos
lacj le66 Sfum
lut6 7qb4
6glu S5foq
1e66 lacj Sfum
lut6 7qb4
6glu S5foq
lut6 lacj Sfum
1e66 7qb4
6glu S5foq
6glu lacj Sfum
1e66 7qb4
lut6 5foq
Sfum lacj 6glu
le66 7qb4
lut6 5foq
Tqb4 lacj 6glu
1e66 Sfum
lut6 S5foq
5foq lacj 6glu
1e66 Sfum
lut6 7qb4
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Sin embargo, CB-DOCK 2 contiene informacion de coincidencia de plantillas, que busca
complejos conocidos con proteinas y ligandos similares en la base de datos de proteina-
ligando y transferirlos a la proteina y ligando de consulta. Si se recupera algun complejo
similar, CB-Dock?2 utilizara dos tipos de informacion; acoplamiento ciego basado en la
estructura y basado en plantillas para realizar la simulacion de acoplamiento. Lo que le
permite obtener los modos de acoplamiento de las estructuras complejas similares en la base
de datos con la suposicion de que los ligandos similares dan como resultado modos de unién

similares®.

Por otro lado, nosotros buscamos solo realizar un acoplamiento ciego para asegurar que
nuestro metodo de validacion sea correcto y que no exista una predisposicion en los

resultados.

Por lo que se opto realizar de nuevo los acoplamientos, pero en el software PyRX, el cual
permite realizar un acoplamiento ciego, utilizando AutoDock Vina. La metodologia fue la
misma a la anterior, bajo las mismas condiciones solo cambiando el programa. Una vez
realizado este método y que los resultados concordaban en cuanto a los sitios de union

originales de los ligandos con sus respectivos receptores, se inicid el acoplamiento dirigido.
Validacion estructural del modelo de acoplamiento

El siguiente paso de nuestro método consistio en predecir el modo de unién de nuevos
compuestos, considerando los dos modos de unidn descritos previamente. Por lo tanto, la
validacion del acoplamiento molecular computacional fue fundamental para evaluar la
capacidad predictiva de nuestro método. Para ello, se comparé la conformacidn original del
ligando en el cristal de cada sistema con la obtenida mediante el acoplamiento molecular.
Para evaluar la reproducibilidad conformacional, se empled el valor de la desviacion

cuadratica media (RMSD), como se muestra en la Tabla 8.

% Liu, Y.; Yang, X.; Gan, J.; Chen, S.; Xiao, Z. X.; Cao, Y. Nucleic Acids Res. 2022, 50 (1), 159-164.
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Tabla 8. Valores de RMSD obtenidos para la validacion estructural del modelo
computacional donde tacrina (azul) y donepezilo (amarillo) son la pose original. La pose
en morado (donepezilo) y rosa (tacrina) corresponden al valor obtenido en las moléculas
tras el experimento.

Cristal Score RSMD Figura
(kcal/mol)
4EY7 -13.0 0.36

7XNI -9.7 0.0008

Acoplamiento dirigido
Se seleccionaron cuatro cristales para el acoplamiento dirigido.

Estos estudios se realizaron varias veces, primero en en PyRx eliminando aguas de
cristalizacion, conservando las fuerzas de Gasteiger. Después se realiz6 en Chimera 1.19,
pero ahora conservando las aguas de cristalizacion ya que se observé que son necesarias para
la interaccion del ligando con el receptor. Este estudio se realiz6 dos veces, uno con cargas
de Gasteiger y otro con cargas AM1-BCC para observar el comportamiento entre unay otra.
Después se realizd un ultimo acoplamiento, el cual es el modelo que permite explicar la
actividad de nuestros compuestos, en el que, se conservaron las aguas de cristalizacion, en el
caso de tacrina se conservaron solo las aguas de cristalizacion cercanas al ligando, se
asignaron cargas de Gasteiger y no se removieron los hidrogenos no polares. Los

acoplamientos se realizaron en todos los receptores antes mencionados (Tabla 9).

Visualizando los resultados solo dos de los cuatro modelos explican la actividad

anticolinesterasica, estos en los receptores 4EY7 y 7XN1.
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Tabla 9. Dimensiones de las cajas del acoplamiento dirigido.

Receptores Dimensiones de las cajas

7XNI Center: 48.3086, -39.1064, -32.1399
Size: 23.0843, 16.1116, 16.5226
4EY7 Center: -11.5061, -43.665, 28.1954
Size: 23.3203, 17.8812, 19.0662
SFUM Center: 33.2057, 22.738, 11.5477
Size: 29.552, 17.2978, 16.5658
7QB4 Center: 34.016, 22.4989, 9.72714
Size: 21.4875, 10.6236, 15.6715

El acoplamiento dirigido con el receptor 7XN1 se realizé dos veces

1. Dejando todas las aguas de cristalizacion.
2. Dejando las aguas que estaban cerca del ligando. En este caso se dejaron solo dos

aguas cerca del ligando. Este modelo es el mas preciso.

Los resultados de ambos acoplamientos se describen en la Tabla 10.
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Tabla 10. Resultados de los acoplamientos moleculares de 7XN1.
ICso (uM) Score (kcal/mol) Score (kcal/mol)

Modelo: Todas las Modelo: Solo dos

aguas de aguas de
cristalizacion cristalizacion (cerca
del ligando)
@\)Oi 0.06 -7.3 -7.2
|
|
4b
@8’]\/ 0.17 -8.2 -1.7
ﬂ )
3c
@E’jv 1.36 -7.4 -7.1
|
4c
d%\/\ 0.35 -7.9 -7.5
I
H3a
@f?j\/\ 0.33 -6.8 -7.3
|
!
4a
i 1.10 -7.0 -6.9
|
|
4d
Tacrina 0.04 93 -9.7

Este modelo 7XN1, se adapta mejor a los resultados del estudio in vitro para los ligandos que
contienen una cadena alifatica corta, compuestos 4a-4d. La seleccion de la mejor pose para
explicar la actividad, se baso en que los ligandos se colocaran de forma similar a tacrina: los

dos afiillos aromaticos de tacrina con los dos anillos aromaticos de los ligandos 4a-4d,
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cadenas laterales sobre C2 posicionados en direccion hacia el ciclo de tacrina; donadores de

enlaces de H en la misma direccion, dirigidos hacia la molécula de H>O.

El compuesto 4d fue el Unico que contenia la cadena alifatica del mismo lado del anillo

aromatico de tacrina. Figura 25.

Figura 25. Superposicion de los ligandos de cadena corta con donepezilo en 7XN1.

Por otro lado, el modelo que explica mejor las interacciones entre los ligandos de cadena
alifatica larga y los aromaticos entre el receptor se explican mejor con el modelo 4EY7,
basandonos en la similitud estructural del ligando, en este caso donepezilo, ya que este es

mas largo y las interacciones ocurren a lo largo del bolsillo de acetilcolinesterasa. Figura 26.

Las poses que se seleccionaron se basan en el caracter hidrofobico similar a donepezilo, como
se muestra en la figura 27, la parte hidrofdbica se ubica en la parte superior y externa del
bolsillo de la acetilcolinesterasa, las cadenas largas alifaticas de los compuestos 4e y 4f

aumentan la hidrofobicidad, por lo que se acomodan de forma similar a donepezilo.
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Figura 26. Superposicion de los ligandos de cadena corta con donepezilo en 4EY7.
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Figura 27. Superposicion de los ligandos de cadena larga y con sustituyentes aromaticos con donepezilo en
4EY7.

Tabla 11. Resultados del acoplamiento dirigido en 4EY7.
ICs0 (uM) Score (kcal/mol)

@gﬁ\/w\/ 4.09 -8.9
I

de
i 0.41 -7.8
©\):,]\/\/\/\/\/\
|
af
i 0.52 -7.2

4g

i 0.73 -10.4
L] >

4h
Donepezil 0.18 -12.2
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Conclusiones

En el presente trabajo se desarrolld6 una ruta sintética modular y reproducible para la
obtencion de leptomerina y de una serie de analogos de tipo quinolin-4-ona diversamente
sustituidos en la posicion C-2. La estrategia empleada, basada en la formacion de orto-
amidoacetofenonas seguida de ciclacion intramolecular y posterior N-metilacion, permitio
acceder a los compuestos objetivo con buenos rendimientos y adecuada consistencia
experimental.

La aplicacion de condiciones de ciclacion activadas con TMSOTf en presencia de
trietilamina resulté mas adecuada que los protocolos clasicos evaluados, al proporcionar
conversiones mas limpias y tiempos de reaccién menores. Asimismo, la optimizacion de la
etapa de N-alquilacion permitio favorecer selectivamente la formacion de los productos N-
metilados, etapa necesaria para la obtencion de leptomerina y derivados relacionados.

La caracterizacion estructural completa de leptomerina mediante técnicas modernas de RMN
1Dy 2D permiti¢ realizar una asignacién inequivoca de sus sefiales protonicas y de carbono,
asi como resolver discrepancias presentes en reportes previos de la literatura. Esta revision
estructural proporciona una base confiable para el analisis posterior de la relacién estructura-
actividad dentro de esta familia de compuestos.

La evaluacién in vitro de la actividad inhibitoria frente a la acetilcolinesterasa permitid
identificar tendencias de comportamiento dentro de la serie sintetizada, observandose
diferencias asociadas con la naturaleza y longitud de los sustituyentes en C-2 y con el estado
de metilacion del nitrégeno. Debido a consideraciones de solubilidad, Gnicamente una parte
de los compuestos pudo evaluarse experimentalmente, lo cual se tomo en cuenta en la
interpretacion comparativa de los resultados.

Los estudios de acoplamiento molecular se emplearon como herramienta de apoyo para
analizar posibles modos de interaccion de leptomerina y sus analogos con la
acetilcolinesterasa. Los modelos obtenidos permiten proponer interacciones plausibles con
regiones relevantes del sitio activo y ayudan a racionalizar, de manera cualitativa, las
tendencias observadas en la actividad inhibitoria, sin asumir una correspondencia

cuantitativa directa con los valores experimentales.
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En conjunto, los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento estructural, sintético y
funcional de los sistemas quinolin-4-ona relacionados con leptomerina, y proporcionan una
base metodoldgica y conceptual para el disefio y evaluacion futura de analogos con actividad

anticolinesterasica.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo abren varias lineas de continuacion tanto en el
ambito sintético como en el bioldgico y computacional. Desde el punto de vista de sintesis,
la estrategia empleada permite extender de manera directa la biblioteca de anélogos de tipo
quinolin-4-ona mediante la incorporacion de nuevos sustituyentes en la posicion C-2 y la
introduccion de modificaciones adicionales en otras posiciones del nacleo heterociclico. La
exploracion de sustituyentes con diferentes perfiles estéricos y electrénicos podria ampliar el
panorama de la relacion estructura-actividad observada.

En el plano experimental, resulta conveniente ampliar la evaluacion bioldgica a un mayor
nimero de compuestos, particularmente mediante la optimizacion de condiciones de
solubilidad y formulacion que permitan ensayar derivados actualmente no evaluados.
Asimismo, la determinacion de parametros cinéticos méas detallados y la aplicacién de
ensayos complementarios contribuirian a una caracterizacion funcional mas completa de los
compuestos activos.

Desde la perspectiva computacional, estudios adicionales de modelado molecular, tales como
dinamicas moleculares y andlisis de estabilidad de complejos proteina—ligando, podrian
aportar informacién mas detallada sobre la persistencia de las interacciones propuestas por
docking. La integracion de estos resultados con nuevos datos experimentales permitiria

refinar los modelos de interaccion y mejorar la interpretacién de las tendencias observadas.

En conjunto, la combinacién de expansion sintética, evaluacién biolégica ampliada y
modelado computacional avanzado ofrece una ruta clara para profundizar en el estudio de
derivados de leptomerina como sistemas de interés en la investigacion de inhibidores de
acetilcolinesterasa.
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Espectro 1. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (2b).
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Espectro 2. Espectro de 1*C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (2b).
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Espectro 3. Espectro de *H-RMN (500 MHz,

CDCls) del compuesto (2c).
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Espectro 4. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (2c).
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Espectro 5. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (2a).
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Espectro 6. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (2a).
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Espectro 7. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls3) del compuesto (2d).
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Espectro 9. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (2e).
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Espectro 11. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClI3) del compuesto (2f).
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Espectro 12. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (2f).
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Espectro 13. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClIz) del compuesto (2g).
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Espectro 14. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (2g).
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Espectro 15. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (2h).
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Espectro 16. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (2h).
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Espectro 17. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (3b).
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Espectro 18. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (3b).
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Espectro 19. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClIs) del compuesto (3c).
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Espectro 20. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (3c).
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Espectro 21. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClI3) del compuesto (3a).
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Espectro 22. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (3a).
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Espectro 23. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (3d).
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Espectro 24. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (3d).
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Espectro 25. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (3e).
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Espectro 26. Espectro de 1*C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (3e).
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Espectro 27. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClI3) del compuesto (3f).
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Espectro 28. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (3f).
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Espectro 29. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClIz) del compuesto (3g).
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Espectro 30. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (3g).
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Espectro 31. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (3h).
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Espectro 32. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (3h).
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Espectro 33. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClIs) del compuesto (4b).
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Espectro 34. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (4b).
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Espectro 35. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (4c).
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Espectro 36. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (4c).
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Espectro 37. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCl3) del compuesto (4a).
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Espectro 38. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (4a).
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Espectro 39. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClI3) del compuesto (4d).
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Espectro 40. Espectro de *C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (4d).
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Espectro 41. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDCls) del compuesto (4e).
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Espectro 42. Espectro de 1*C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (4e).
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Espectro 43. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClI3) del compuesto (4f).
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Espectro 44. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls3) del compuesto (4f).
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Espectro 45. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClz) del compuesto (4g).
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Espectro 46. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (4g).
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Espectro 47. Espectro de *H-RMN (500 MHz, CDClIs) del compuesto (4h).
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Espectro 48. Espectro de **C-RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto (4h).
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