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RESUMEN

La importancia social y economica de la enfermedad del Alzheimer (EA) hace que un
gran numero de investigadores en todo el mundo esten centrados en la busqueda de una terapia
efectiva frente a esta enfermedad. Las limitaciones de la terapia actual junto con la complejidad
de EA han llevado al desarrollo de una nueva estrategia, basada en el estudio de ligandos
multidiana (MTDL, Multi-Target-Directed Ligands), que permite el desarrollo de compuestos
capaces de interactuar con méas de una diana involucrada en la patogénesis de la EA. En este
trabajo se reportan los Ultimos avances en el disefio y la sintesis de heterodimeros de 7-
metoxitrarina-adamantilamina, como ejemplo de compuestos MTDL investigados actualmente,

que muestran una accion eficaz frente a varias dianas terapéuticas de EA.
1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. Etiologia

La enfermedad de Alzheimer fue descrita y diagnosticada por primera vez en 1906 por el
Dr. Alois Alzheimer.! En la actualidad, esta enfermedad supone la forma de demencia mas
comun a nivel mundial, se calcula que representa entre un 60% y un 70% de los casos. La
demencia afecta a unos 50 millones de personas a nivel mundial y cada afio se registran cerca
de 10 millones de nuevos casos. Debido al aumento de la esperanza de vida, la prevalencia de
la enfermedad esta al alza, la prediccion de la OMS estima unos 82 millones de casos de
demencia en 2030 y 152 millones en 2050, y el estudio Delphi proyecta unos 70-80 millones
de pacientes con EA para 2050 (Figura 1).23
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Figura 1. Proyecta el mimero de personas de 65 afios en EE.UU. con Alzheimer desde 2010 al Z{ISU.U
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La demencia tiene importantes repercusiones sociales y econdémicas en lo que respecta a
los costos médicos y sociales directos y a los costos referidos a la atencion prestada fuera del
ambito institucional. En 2015, el costo social total de la demencia a nivel mundial se estimd en

693.500 millones de euros.2

Aunque la EA es un trastorno asociado al envejecimiento, ya que afecta principalmente
a personas de edad avanzada, de entre 65 y 85 afios, también puede afectar a personas mas
jovenes.® Por ello, el alzheimer se puede clasificar en dos tipos, basandose en su momento de
inicio. La EA de inicio temprano generalmente se desarrolla antes de los 65 afios y es causada
por mutaciones mayoritariamente autosomicas, heredadas dominantemente en APP
(cromosoma 21q), PSEN1(14q) y PSEN2 (1qg). Las mutaciones dentro de estos tres genes
afectan a una ruta patégena comun en la sintesis y el procesamiento de la proteina precursora
de amiloide (APP), que conduce a una produccion excesiva de AB amiloide. La EA de inicio
tardio se desarrolla en pacientes mayores de 65 afios, siendo genéticamente mucho mas
compleja que la EA de inicio temprano con la posible participacion de multiples genes (una
mutacion en el alelo Apo E-g4 es el factor de riesgo genético mas fuerte) y factores

ambientales.*®

Algunas investigaciones han revelado una relacion entre la aparicion de deterioro
cognitivo y factores de riesgo relacionados con el modo de vida, como la inactividad fisica, la
obesidad, las malas dietas, el consumo de tabaco y el consumo nocivo de alcohol, la diabetes y
la hipertension. Otros factores de riesgo potencialmente modificables son la depresion, el bajo

nivel educativo, el aislamiento social y la inactividad cognitiva.?
1.2. Patogénesis

La EA es un trastorno neurodegenerativo irreversible caracterizado por el deterioro
cognitivo progresivo y la atrofia cerebral, que se inicia en el hipocampo y en las regiones
temporales intermedias para posteriormente propagarse a otras areas corticales.® Posee una
patogénesis compleja, puesto que se alteran un gran nimero de mecanismos bioldgicos, entre
los que se encuentran: deposicion de amiloide-p, formacion de ovillos neurofibrilares
intraneuronales (NTFs), neuroinflamacion,! alteracién de las enzimas AChE, BuChE, a-, B- y
y-secretasa, monoaminooxidasa A y monoaminooxidasa B,® pérdida de neuronas colinérgicas
y disminucion de la sintesis de acetilcolina (ACh), disfuncién mitocondrial, desajustes en la

homeostasis del calcio y otros metales como hierro, cobre o zinc y estrés oxidativo.’
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El envejecimiento es el factor de riesgo clave en esta patologia multifactorial. Entre los
desencadenantes mas destacados encontramos la disminucion progresiva de la proteostasis
celular con la edad y la alteracion de la capacidad del cuerpo para eliminar compuestos toxicos
(disminucion del aclaramiento). La disminucion de la red de proteostasis permiten la
acumulacion de agregados de B-amiloide toxica (AB) y Tau hiperfosforilado (pTau) que
interactan con los organulos subcelulares de las neuronas, desencadenando la disfuncion
neuronal y la apoptosis celular dando como resultado la disminucion de la memoria y la
capacidad cognitiva.* Recientemente se ha sugerido que podria ser debido a la pérdida funcional

y no a la pérdida de células neuronales lo que conduce al deterioro cognitivo.®
Mecanismo de placas A amiloides:

La proteina precursora de amiloide (APP) tiene dos vias de procesamiento: la canodnica,
no amiloidogénica (90%) que implica la accion de a-secretasa, liberando una forma soluble de
APP (SAPPo) y el fragmento C-terminal (C-83) y la via amiloidogénica no candnica (10%),
que genera péptidos AP a través de la escision secuencial por B-secretasa (BACEL) y y-secretasa
(Figura 2).* La escision de APP provocada por la via amiloidogénica no canonica da lugar a
tipos diferentes de péptido AP, el péptido dominante APi1-40 (80-90%) y el péptido AP1-42 (5-
10%), este Gltimo se considera como un agregado o la semilla para la formacion de oligémeros

y fibrillas mas grandes, que finalmente forman las placas amiloides macroscopicas.®
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Figura 2. Mecanismo de formacién de AB14:,4

En la EA se encuentra alterada la catalisis de APP debido a un aumento en la actividad
de B-secretasa y y-secretasa, dando lugar a una alta concentracion de péptidos Api-42. Ademas,
los niveles de la enzima encargada de degradar el péptidos AB (neprilisina) disminuyen con la

edad, potenciando aun mas la acumulacion del péptido.*®



Estudios experimentales han demostrado que AP puede estar contenido en el interior de
las células (iAP) o en el espacio intercelular (eAB). Se ha demostrado que iAP provoca el inicio
de déficit cognitivo relacionado con EA. Cuando comienza la acumulacion de iAp se forman
agregados insolubles en el sistema endosomal-lisosomal y se altera la permeabilidad de la

S membrana lisosomal causando la liberacion del contenido al citoplasma, desencadenando la

muerte celular apoptdtica. Ademas, se ha visto que la deposicion de eAB es mas bien el

resultado de la destruccion celular.*
Hiperfosforilacion de la proteina Tau:

Tau es una fosfoproteina citosolica que juega un papel importante en la promocion y
estabilizacion del ensamblaje de los microtibulos, uniéndose a la tubulina.® La red de
microtUbulos posee un importante papel en el transporte axonal, al modular dicha red, tau tiene
un efecto directo sobre el transporte axonal, ya que permite que las moléculas de sefializacion,
los factores tréficos y los organulos esenciales, incluidas las mitocondrias, viajen a lo largo de

los axones. Por lo tanto, tau contribuye a funciones vitales tanto estructurales como regulatorias.

La proteina Tau presenta 6 isoformas diferentes y dependiendo de estd podemos encontrar
3 0 4 dominios de union al microtdbulo. Los dominios de union se encuentran ubicados en el
extremo carboxi de la proteina y estan cargados positivamente (lo que permite que se una al

microtibulo con carga negativa).’? La
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encuentra anormalmente hiperfosforilada,
dando lugar a la agregacion en filamentos
helicoidales emparejados, que se

acumulan en las neuronas en forma de

ovillos neurofibrilares. Una regulacién

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mi.

desequilibrada en proteinas quinasas es la

causa directa de la hiperfosforilacion de

tau. Entre las diversas quinasas, la

glucogeno sintasa quinasa-3p (GSK-3p) 20

Figura 3. Mecanismo de formacion de las neurofibrillas.
es la mas implicada.?
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1.3. Cuadro clinico

La demencia afecta a cada persona de manera diferente, dependiendo del impacto de la
enfermedad y de la personalidad del sujeto antes de empezar a padecerla.? Actualmente, hay
suficientes evidencias para afirmar que existe una fase intermedia entre la normalidad vy el
estado de demencia, en el que hay una alteracién de la memoria con o sin afectacion de otras
deras cognitivas, que no interfiere con la capacidad del individuo de llevar a cabo una vida

independiente. 3
Una vez que se da la enfermedad, se puede dividir en tres etapas:

1. Etapa temprana: a menudo pasa desapercibida. Los sintomas mas comunes incluyen:
tendencia al olvido, pérdida de la nocion del tiempo y desubicacion espacial, incluso en

lugares conocidos.

2. Etapa intermedia: las personas a estas alturas empiezan a olvidar acontecimientos
recientes, asi como los nombres de las personas, se encuentran desubicadas en su propio
hogar, tienen cada vez mas dificultades para comunicarse, empiezan a necesitar ayuda

con el cuidado personal y sufren cambios de comportamiento.

3. Etapa tardia: es la Gltima etapa de la enfermedad, la dependencia y la inactividad son
casi totales. Los sintomas incluyen: una creciente desubicacion en el tiempo y en el
espacio, una necesidad cada vez mayor de ayuda para el cuidado personal, dificultades
para caminar y alteraciones del comportamiento que pueden exacerbar y desembocar en

agresiones.?
1.4. Tratamientos actuales

La terapia disponible se considera como una intervencion a corto plazo, solo centrada en
el tratamiento sintomatico, que conduce a una desaceleracion temporal de la pérdida de las
funciones cognitivas. Actualmente, hay aprobados dos grupos terapéuticos para el tratamiento
de EA, inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y antagonistas del receptor de &cido
N-metil-D-aspartato (NMDA). Los inhibidores de AChE aprobados son tres, donepezilo,
galantamina y rivastigmina (este ultimo, inhibidor de AChE no selectivo) (figura 4), estos
farmacos permiten aumentar la concentracién de ACh en la hendidura sinaptica, al bloquear la
enzima que se encarga de su metabolizacion. La memantina es el Unico farmaco aprobado
dentro de los inhibidores del receptor NMDA, que protege las células neuronales y reduce la
excitotoxicidad al bloguear la estimulacion patologica de los receptores NMDA. A menudo,

estas 2 clases de medicamentos son recetados en combinacion, ya que un ensayo clinico

-7-
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demostrd que los pacientes con memantina y dosis estable de donepezilo muestran mejor

respuesta clinica, que siendo tratados en monoterapia con un inhibidor de colinesterasa.”*
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Figura 4. Estructura de los fairmacos empleados en el tratamiento del Alzheimer.

2. OBJETIVOS

Conocer en detalle los factores desencadenantes de la enfermedad de Alzheimer asi como
el mecanismo patoldgico que se origina, para comprender mejor el disefio de los nuevos
farmacos que se estan investigando frente a esta enfermedad. Los farmacos MTDL act(ian en
méas de una diana, modificando la enfermedad, y son, hoy en dia, la esperanza para el
tratamiento del Alzheimer. Pese a que los MTDL se encuentran en fase clinica, este trabajo
pretende describir la sintesis y el mecanismo de accion, asi como el impacto que estos fa&rmacos

suponen.
3. METODOLOGIA

El método empleado para realizar este trabajo es exclusivamente bibliografico. Se ha
realizado una revision bibliografica, centrada principalmente en articulos cientificos extraidos
de bases de datos como PudMed y google-scholar. Adicionalmente, se han consultado revistas
cientificas de gran prestigio como Journal of biological chemistry, Molecules y Current

Neuropharmacology.
4. RESULTADOS Y DISCUSION

El tratamiento de la EA se han clasificado en dos grupos: sintomaticos y modificadores
de la enfermedad. Los objetivos del grupo terapéutico sintomatico incluyen principalmente
receptores, mientras que los del grupo modificador de la enfermedad estan estrechamente
relacionados con la produccion de A, la hiperfosforilacion de tau y la neuroproteccion.” Sin
embargo, las moléculas obtenidas no pertenecen exclusivamente a uno u otro grupo y se ha
encontrado que los compuestos que se dedican a mejorar la neurotransmision también estan

implicados en muchos otros aspectos.®
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El papel de la quimica médica es disefiar, sintetizar y desarrollar nuevas moléculas de
baja toxicidad y con buen perfil farmacodinamico, y para este propdsito se pueden aplicar
diferentes estrategias de descubrimiento de farmacos. El paradigma del descubrimiento de
farmacos, “una diana, un farmaco, una sola enfermedad™ domina en la industria farmacéutica.
Sin embargo, durante la ultima década, se ha desarrollado un nuevo paradigma, Ilamados
ligandos multidiana (MTDL, Multi-Target-Directed Ligands), como enfoque innovador
dedicado a enfermedades complejas.” El disefio MTDL se desarrolla a través de un Unico
compuestos quimicos capaz de modular maltiples dianas simultaneamente, con perfiles de
eficacia y seguridad superiores.® La etiologia multifactorial de la EA y la falta de un tratamiento
efectivo de la enfermedad Ilevaron a muchos equipos de investigacién a buscar ligandos
multiples.” Ademas, MTDL puede ser mas eficaz y menos vulnerable a la resistencia.'® Sin
embargo, se debe tener en cuenta que, en algunos casos, el disefio de farmacos multifuncionales
mediante la unidn de varios farmacoforos podria ser un factor limitante, ya que podria conducir

a moléculas de alto peso molecular que exhiben una "semejanza de farmaco" pobre.®

Hay dos posibilidades al disefiar moléculas MTDL, la eleccion de moléculas con
capacidad conocida para actuar sobre dos o mas dianas y unirlas medainte un espaciador
(linker), o combinar dos o més farmacoforos en una sola molécula. Otra dificultad que se debe
resolver en la estrategia de MTDL es elegir las dianas terapéuticas mas apropiadas y seleccionar

una molécula base adecuada para empezar.®

Los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChEI) se plantean como una buena
eleccion de molécula de base, ya que muchos AChEI son ya en si comupuestos multi-diana, al
aumentar la cantidad de ACh y agonizar el receptor de acetilcolina muscarinica M1 en el
hipocampo, que en consecuencia conduce a la regulacion posterior relacionada con el
procesamiento de proteina precursora de amiloide (APP), mostrando asi un efecto de

neuroproteccion y de mejora de la memoria.®*
4.1. Estructura de la enzima acetilcolinesterasa

La enzima acetilcolinesterasa (AChE) es una hidrolasa que pertenece a la familia de
enzimas carboxilesterasas. Su funcion clasica es hidrolizar la acetilcolina (ACh) en la hendidura

sinaptica para terminar la neurotransmision colinérgica.



La AChE posee la triada catalitica central: Ser 203, His 447 y
------- ----peripheral site

Trp 86, que se encuentra en el interior del estrecho desfiladero

responsable de la hidrélisis de ACh (figura 5).%°

Se descubri6 que, aparte de su funcion hidrolitica, la AChE esta

Ser203

His447

... catalytic site

implicada en funciones no colinérgicas como la deposicion de

amiloide, la adhesion celular y el crecimiento de neuritas. Se supone

Figura 5. Muestra la estructura de AChE y la interaccién
de Ia enzima con bis-(9)-nor-meptazinol.1¥

que estas funciones de AChE estan conectadas con su sitio aniénico

periférico (PAS). El sitio anidnico periférico junto con un sitio anionico catalitico (CAS) son
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los principales sitios de union de la enzima.

4.2. Disefos de faArmacos multidiana derivados de Tacrina

El grupo mas grande de estos agentes comprende inhibidores de colinesterasa de sitio de
unién dual y a menudo presentan propiedades adicionales tales como actividad antiagregante,
actividad antioxidante y neuroprotectora, bloqueo del canal de calcio, antagonista del receptor
cannabinoide CB1, inhibicién de BACEL, antagonista del receptor histaminico H3, bloqueo del
canal del receptor NMDA, antagonismo del receptor 5-HTz de serotonina, inhibicién del

transportador de serotonina (figura 6).”

Antioxidante y
captador de
radicales libres Inhibid,

U BACE-1
NH. ) Espacindcr-‘ Farmacéforo 2 ' %
n L F T feSssie s " % (inhibidor
j k MAO
Tacrina H
T 3 Inhibidor Quelador
de AChEy de Metales
BuChE

) o , . 21
Figura 6. Diseiio de moléculas derivadas de tracrina.

A continuacion se va a realizar un breve resumen de los diferentes derivados de tacrina

gue se estan investigando en la actualidad.
Inhibidores de la colinesterasa con propiedades anti-agregacion de g-amiloide

La AChE se co-localiza con AP en placas neuriticas y puede aumentar la velocidad de
formacion de fibrillas AP, formando complejos estables con ellas. La AChE es una chaperona

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

patologica que induce una transicion conformacional en AP que conduce a la agregacion y
formacion de fibrillas. La prevencion de la agregacion de péptido AP es terapéuticamente
atractiva ya que la agregacion amiloide es un proceso exclusivamente patoldgico y, por lo tanto,

la inhibicion dirigida de la fibrilacion AP no interfiere con la funcion fisiologica de la proteina

-10 -



precursora amiloide y otras proteinas que participan en la produccion de péptido AB. La tacrina
(9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina) se usa ampliamente como un resto farmacoforico en el
desarrollo de MTDLs dotadas de una actividad inhibidora contra colinesterasas y la formacion
de fibrillas Ap."*>18

Moléculas hibridas con propiedades inhibidorias de AChE / BUuChE y BACE1

La B-secretasa (aspartil proteasa BACEI, enzima que segmenta la APP del sitio B1)
cataliza la etapa limitante de la produccion de AP, debido a la velocidad de reaccion, lo que

permite considerarla una de las principales dianas para el desarrollo de farmacos.'®

~
Q
2
3
S
)
N
)
S
S
S
N
)
-
N
=
S
)
3
'Q

De las dos B-secretasas humanas identificadas, la enzima 1 de escision de APP (BACEL)

es la que se expresa significativamente en el cerebro y parece ser
relevante al dividir APP en AB.2 Por lo tanto, la inhibicion de BACE1

se considera una diana terapéutica atractiva para el tratamiento y

Cromona

prevencion de la EA. Los compuestos desarrollados contenian tacrina
y 4-0x0-4H-cromeno conectados por espaciadores de diferenNteS g miio ety b oso s oromens mbibidor de

AChE, BuChE ¥ BACE1

longitudes (de 7 a 12 atomos de carbono) (Figura 7).’
Inhibidores de colinesterasa y MAO

Estudios recientes han demostrado que la actividad de la MAO-B aumenta en la corteza
de pacientes con EA y en consecuencia, produce una elevacion de los niveles cerebrales de
radicales hidroxilo, los cuales estan relacionados con la deposicion de placas de AB.2° Se ha
sugerido el potencial terapéutico de los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO) en el
tratamiento de la EA debido a sus propiedades neuroprotectoras mas alla de su efecto sobre la
neurotransmision monoaminérgica. El efecto neuroprotector de los IMAO puede ser el
resultado no solo del aumento de la neurotransmision, sino también por evitar la generacién de
peréxido de hidrégeno y la formacion de especies de radicales libres, neurotdxicas. En los
ultimos afios, se han descrito numerosos ligandos multifuncionales con actividad inhibidora de

la MAOQO. Cabe mencionar el disefio de un hibrido de tacrina

1L\///

Selegilina

conectado por separadores de carbono de diferentes
longitudes a selegilina, un conocido inhibidor de la MAO
(figura 8). Los estudios de inhibicion de MAO-A y MAO-B

mostraron que estos compuestos son inhibidores efectivos de  cliusstessay o’

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

ambas enzimas, ademas de AChE y BUChE."®
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Inhibidores de la colinesterasa con propiedades antioxidantes

El estrés oxidativo se caracteriza por un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y su eliminacion por mecanismos antioxidantes. El estrés oxidativo
es importante en la EA puesto que se ha asociado con la agregacion A, debido a su relacion
con la actividad de BACEL. La produccion de ROS se debe a una gran variedad de fuentes,
como por ejemplo, anormalidades mitocondriales, alteraciones en el nivel de metales de
transicion y péptidos amiloides. Por lo tanto, la terapia antioxidante en la demencia puede traer

beneficios, particularmente en la etapa temprana de la EA. La tacrina fue elegida como un
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farmac6foro comin en la busqueda de ligandos multifuncionales con propiedades

antioxidantes.”8

Los derivados de carbazol, heptafilina y 7-metoxiheptafilina, se

conectaron con tacrina mediante una cadena de cinco o tres atomos de

=
carbono (figura 9). Se descubridé que los compuestos sintetizados eran
inhibidores moderados de AChE y mostraban una actividad antioxidante
muy potente. Ademas, mostraron un efecto neuroprotector contra el estrés
oxidativo inducido por H2O: en las células de neuroblastoma y contra la
toxicidad inducida por el péptido Ap1-4 en células de astroglioma.” korde ACHE 3 on ciidad asimte!

También, se sintetizaron con éxito hibridos de tacrina y melatonina. La melatonina,
disminuida en pacientes con la EA, posee fuertes propiedades antioxidantes, exhibe efectos
protectores contra la apoptosis inducida por AB en la microglia y mejora el aprendizaje y la
memoria en ratas con EA. Ademas de las propiedades antioxidantes, los nuevos derivados de
tacrina-melatonina exhibieron actividad inhibidora de AChE in vivo con selectividad para
AChE sobre BUChE.™

Inhibidore de colinesterasa y compuestos que evitan los derrames cerebrales

La microglia activada por AP provoca la liberacion de varios factores inflamatorios
neurotoxicos como la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), la interleucina-1p (IL-1p), la
interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral-o (TNF-0) que a su vez conducen a la

apoptosis neuronal.®® Los farmacos que liberan éxido nitrico (NO) pueden ser especialmente

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

beneficiosos para el tratamiento de la EA debido a su papel en la regulacién de la circulacion

cerebral y las reacciones inflamatorias.’
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carbono) que conectan la tacrina con el flurbiprofeno fueron

inhibidores mas potentes tanto de AChE como de BUChE que la  Fisua 11 Compuesto bibrido de acrinafirbiprofenc con un
grupo nitrato.

tacrina. Ademas, se observo un efecto vasorrelajacién moderado,

que podria ser el resultado de la generacion de NO.’
Compuestos multifunctionales con propiedades neuroprotectoras

El péptido amiloide induce una liberacién excesiva de glutamato que promueve la
afluencia de Ca?" a las células neuronales a través de los canales acoplados al receptor de
glutamato, como el receptor NMDA. Este proceso termina en un aumento sustancial de la
cocentracion de Ca? * intracelular, responsable de la hiperactividad de la NO sintasa, la
produccion de especies de oxigeno reactivo (ROS) y la regulacion positiva de una variedad de
quinasas implicadas en la fosforilacion de la proteina tau.’® El objetivo de la neuroproteccion
es contrarrestar este proceso centrandose en los mecanismos méas comunes que lo conducen,
como el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la excitotoxicidad, los cambios
inflamatorios, la acumulacion de hierro y la agregacion de proteinas.” La excitotoxicidad
consiste en una excesiva estimulacion de los receptores de glutamato ionotrépicos (NMDA) y
un desequilibrio de la homeostasis neuronal del calcio, causando dafio neuronal al aumentar los
ROS vy originar una disfuncién mitocondrial y la apoptosis por el aumento de la activacion de

nucleasas, proteasas y fosfolipasas.®

El ion metélico es una parte indispensable en la EA. Se ha observado una acumulacion

de alto nivel de iones de zinc, cobre e hierro en las placas amiloides del paciente con EA. Los

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la infor

iones metalicos causan cambios especificos en la cinética de la agregacion de AP y también
contribuyen a una mayor produccion y toxicidad de ROS ya que los iones metalicos como el
cobre pueden catalizar ROS.*®°
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Se disefid un nuevo agente MTDL al unir dos restos tacrinos a través de cistamina (2,2'-
disulfanediyldiethanamine) (figura 12). La cistamina es conocida por sus propiedades
antioxidantes, citoprotectoras 'y neuroprotectoras. El
compuesto mostré una actividad inhibidora contra ambas PN
colinesterasas en el rango nanomolar y propiedades 1\ A~ ° N
inhibidoras en la agregacion AP autoinducida y en la

Figura 12. Compuesto formado por dos restos tacrinos unidos 3

agregacion AP inducida por AChE. Ademas, posee efectO  traves de cistamina”

neuroprotector contra el estrés oxidativo inducido por H20,.”

Los ensayos realizados posteriormente in vitro demostraron que los derivados de bis-
tacrina inhiben de manera muy eficaz la AChE y la agregacion de A inducida por AChE, y al

mismo tiempo presentan una propiedad adicional como quelantes de metales.'®
Inhibicion de AChE y NMDA

Esta demostrado que el receptor NMDA estd implicado en la disfuncion glutamatérgica
de la EA, por lo que se ha convertido en un objetivo terapéutico prometedor. El éxito se ha
logrado con el hibrido carbacrina (union de tacrina y carvedilol), un compuesto inhibidor de la

agregacion AP y la generacion de ROS, asi como los receptores AChE y NMDA. "
4.3. Heterodimeros 7-metoxitacrina-adamantilamina

Se disefig, sintetizd y evalud una serie estructural de 7-MEOTA-adamantilamina tioureas
como posibles inhibidores de la acetilcolinesterasa humana (hAChE), la butirilcolinesterasa
humana (hBuChE) y el receptor NMDA. Los compuestos se prepararon basandose en la
estrategia del ligando dirigida a multiples dianas, uniendo la adamantina, un antagonista de

- NMDA, y el 7-metoxitrocrina (7-MEOTA), inhibidor de AChE,

ﬂ@ﬁ;@ 2@ (figura 13). Estos inhibidores demostraron un caracter de sitio de
7-MEOTA - unién dual capaz de interaccion simultanea con el sitio anionico
periférico (PAS) de AChE vy el sitio catalitico activo (CAS). Los

derivados estructurales exhibieron una muy buena actividad

inhibidora hacia BuChE dando como resultado inhibidores mas

o

Figura 13. Hibrido de 7-MEOTA y adamantilamina!

selectivos de esta enzima.l’

La amantadina es un agente anti-Parkinsioniano con un mecanismo inhibidor de los
receptores NMDA.. De hecho, la evidencia sugiere que la amantadina puede retrasar el inicio y
la gravedad de la demencia relacionada con la enfermedad del Parkinson de forma similar a su

andlogo memantina, que se utiliza regularmente en la terapia de la EA. EI 7-metoxi derivado,
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7-MEOTA (9-amino-7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroacridina) resulté ser un inhibidor de AChE

activo con efectos secundarios significativamente menores en comparacion con Tacrina.!’

Sintesis
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Reagent and conditions: i) toluene, Dean-Stark trap, - HoO: i) diphenylether, Dean-Stark trap, - EXOH; i) POCly;
v} phenol, v) CS; TEA, Boc,0, DMAP; w) CHCI,

Esquema 1. Ruta de sintesis de las 7-MEOTA-adamantilamina tioureas.”

El procedimiento sintético general para heterodimeros de 7-MEOTA-adamantilamina se
muestra en el esquema 1. El anillo fusionado de partida 7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroacridina-
(10H)-9-ona (1) se preparé con buen rendimiento (80%) mediante la sintesis de Conrad-
Limpack-Knorr, una reaccion de 4-metoxianilina con 2-oxociclohexanocarboxilato de etilo en
tolueno a reflujo usando la adicion de acido p-toluenosulfonico catalitico. Luego, se agitd con
oxicloruro de fosforo para dar 9-cloro-7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroacridina (2). El tratamiento
de 2 con la correspondiente diamina en presencia de fenol produjo los intermedios 3-9 (70-
95%).%7

Finalmente la reaccion de adicion de la correspondiente amina 3 a 9, sobre el isocianato
10 permitio obtener los compuestos 11 a 17, en las condiciones mostradas en el esquema 1.
Todos los compuestos (11-17) se convirtieron en sales tartaricas para aumentar la solubilidad.
Los compuestos finales se obtuvieron en forma de solidos de color blanco amarillento con un

rendimiento satisfactorio (41-84%).’
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Estudios de actividad

La actividad in vitro de los 7-MEOTA-amantadina heterodimeros (11-17) se determin6
en el modelo de AChE humana recombinante y BUChE plasmatico humano utilizando el
método de Ellman con tacrina, 7-MEOTA, amantadina y 10 como compuestos de referencia.
La tacrina fue un inhibidor méas potente de AChE y BuChE en comparacion con 7-MEQOTA,
amantadina y 10. La actividad inhibidora mas potente de las tioureas se demostro en el analogo
14, con cinco atomos de carbono en el espaciador (figura 14). Los nuevos derivados de tiourea
demostraron ser mejores inhibidores de ambas colinesterasas en comparacion con 7-MEOTA.
Sin embargo, algunos de los heterodimeros exhibieron actividades inhibitorias de AChE y
BuChE ligeramente mas pobres en comparacion con tacrina. Todos los nuevos compuestos se
pueden considerar como agentes mas selectivos para BUuChE. Esto podria proporcionar una
ventaja terapéutica ya que la inhibicion de BUChE se ha considerado recientemente beneficiosa
para el tratamiento de EA. La concentracion de BUChE, contrariamente a AChE, aumenta
durante el curso de la EA y puede compensar el papel de AChE.*"18

Debido a que la adamantilamina se trata de un analogo de la memantina, se quiso evaluar
la actividad inhibitoria que presentaban estos compuestos frente al receptor NMDA. Los datos
de los experimentos llevados a cabo muestran que el mecanismo de bloqueo de los canales
abiertos del receptor NMDA es similar al de la memantina. La cinética inhibidora es méas lenta
gue la memantina, lo cual podia dar como resultado la inhibicion preferencial de los receptores

NMDA extrasinapticos.*®

La serie de heterodimeros de 7-MEOTA-adamantilamina también se evalu6 en cuanto a
su potencial para afectar a la enzima BACEL. Los compuestos mostraron un perfil inhibitorio

de BACE1 muy débil, que varia en un rango milimolar.

Al caracterizar el grado de inhibicion de la fibrilacion amiloide de los compuestos de 7-
MEOTA-adamantilamina, se pudo observar que todos los compuestos 7-MEOTA-
adamantilamina estudiados inhiben la fibrilacion de AP en cierta medida. La eficacia de la
inhibicidn se vio afectada tanto por la estructura como por la concentracion de compuestos. La
fibrilacion amiloide AP en presencia de 7-MEOTA-adamanilamina conduce a cambios en la
cantidad de fibrilla y su morfologia debido a sus actividades inhibidoras. Cabe mencionar que
el derivado de memantina individual asi como el 7-MEOTA individual no tienen efecto
inhibitorio sobre la fibrilacion de A, por lo que queda demostrado que la heterodimerizacion

es beneficiosa para inhibir la actividad.'®
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En la busqueda de una nueva actividad de estos compuestos, se propuso la posibilidad de
que actuaran como modulador alostérico positivo (PAM) de los receptores muscarinicos
M1(M1 mAChR) y nicotinicos de ACh (nAChR). Los hibridos de 7-MEOTA-adamantilamina
inhibieron la respuesta, actuando como antagonistas de M1 mAChR y nAChR. Sin embargo, el
impacto clinico potencial de tal propiedad no parece ser alto ya que la tacrina comercializada

mostro eficacias similares.'®

Finalmente, se ha evaluado la viabilidad celular y la determinacion de la penetracion de
la barrera hematoencefalica. La evaluacion de la viabilidad celular se ha realizado para estimar
el potencial toxicologico in vitro de los compuestos. Comparando con los medicamentos
estandar (tacrinay 7-MEOTA), todos los compuestos evaluados ejercieron un efecto citotoxico
relativamente alto en 24h. El problema de la toxicidad se asocia con un aumento del peso
molecular y una disminucién de la polaridad del farmaco. La lipofilia de los compuestos
también se asocia con la penetracion de la barrera hematoencefalica. Estos dos factores
contribuyen a la acumulacién intracelular dando un desequilibrio en la homeostasis celular y
una toxicidad celular agravada. El efecto citotoxico se dio en todas las lineas celulares

investigadas, independientemente de si la linea era de origen hepéatico o no.'

Los resultados de citotoxicidad se obtuvieron de un sistema celular estatico y aislado, por
lo que la extrapolacion de los resultados obtenidos in vitro a la clinica necesita experimentos
adicionales con animales. Desafortunadamente, faltan datos in vivo, como la biotransformacion,

el perfil farmacodinamico / farmacocinético o los datos bioquimicos de estos compuestos.®
Interacciones con las dianas

En un estudio publicado en 2013 por Katarina Spilovska et al., se realizé un modelado de
AChE para ver las interacciones entre el compuesto 14 y la enzima. Gracias al estudio, se
encontrd que la estructura de anillo se apila contra el anillo de fenilo de Tyr337 (3,4 A) y
muestra el enlace - en forma de T con Trp86 (1,0 A). El andamio 7-MEOTA ejerci6 un fuerte
apilamiento paralelo n-m a Tyr337 (4.2 A), asi como apilamiento n-n en forma de T a Trp86
(2.8 A) dentro del sitio cation-t de AChE. El resto metoxi contribuyd a la estabilizacion
mediante enlaces de hidrégeno con Ser125 (2.3 A). En el medio del desfiladero, la cadena
alquilica de 14 estaba rodeada por anillos de fenilo de Tyr124 (3.7 A), Phe297 (3.5 A) y Phe338
(4.3 A) que proporcionaban estabilidad al complejo 14-AChE. El grupo tiourea forma un enlace
de hidrégeno muy débil con el grupo hidroxilo de Tyr72 (3.4 A). La menor afinidad de 14 por
la inhibicién de AChE podria explicarse por el caracter no aromatico de las interacciones con
el resto adamatil entre los residuos clave en el sitio anionico periférico (figura 14).1’
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Figura 14. Compuesto 14, heterodimero 7-MEOTA-amantadina con cinco atomos de carbono en el
espaciador, y su interacion en el sitio activo de AChE (molécula verde). Ademas, se puede ver la
interaccion de tacrina (amarillo) y 7-MEOTA (magenta).!”

La capacidad de los heterodimeros para inhibir la fibrilacion amiloide del péptido AP esta
asociada con la estructura de tres anillos de 7-metoxitrocrina que proporciona enlaces de
hidrégeno de un dtomo de nitrégeno y un grupo amino secundario. Ademas, el nucleo ciclico
de 7-MEOTA también permite interacciones de apilamiento n-w con la region hidroéfoba de A
(aminoacidos 17-21). Estos factores proporcionan la capacidad de todos los compuestos para

inhibir o evitar la formacion de agregados de amiloide.’
5. CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este trabajo observamos que la estrategia de disefio de nuevos
farmacos mediante el enfoque de "una molécula y multiples dianas" es una poderosa
herramienta para abordar de manera efectiva el tratamiento de enfermedades de naturaleza
multifactorial como la EA. A diferencia de los AChEI tradicionales, la nueva generacion de
AChEI multi-diana han mostrado que, ademas de la actividad inhibidora de AChE, poseen
efectos potenciados por otras funciones entre las que se incluyen la inhibicién de la agregacion
AP inducida por AChE y/o la autoagregacion de AP, quelacion de metales, accion contra
radicales libres, inhibicion de la MAO, etc. Por lo tanto, su capacidad para modular varias
dianas moleculares simultaneamente los convierte en agentes modificadores de la enfermedad

reales con mejor resultado clinico en la EA.

Tas la realizacion de maltiples experimentos para profundizar en la serie de compuestos
7-MEOTA-adamantilamina, un hibrido derivado de tacrina y memantina, se ha podido
confirmar su efecto multipotente. EI perfil farmacoldgico de los derivados comprende, la
inhibicion eficaz de la fibrilacion amiloidea del péptido AP y la afectacion de la actividad de

BACEL. Ademas, tienen potencia inhibidora frente AChE y BUChE pero no podrian potenciar
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la transmision colinérgica por interaccion directa
Enfermedad de Alzheimer .. N
Compuestos con receptores colinérgicos (al ser antagonistas
I+i-di . ;. .
Multi-diana 7 de los receptores nicotinico de tipo muscular y
S/0
NN N muscarinicos M1). Pese al efecto multi-diana
o HH on <:{ BACE-1
receptor T HOOE - CO0H - B
’ D que presentaron, su perfil de seguridad no llego
o Heterodimeros de ey a ser el esperado, debido a que presentaban cierta
& 7-Metoxitacrina- iy . - .
Adamantilamina citotoxicidad en todas las lineas celulares

Figura 15. Dianas estudiadas en los heterodimeros 7-MEOTA-adamantilamina!®

estudiadas (figura 15). 8

Se puede concluir que los heterodimeros de 7-metoxitrocrina- adamantilamina tienen un
impacto clinico multifactorial con potencial de ralentizacion o blogueo del proceso
neurodegenerativo relacionado con esta enfermedad. Pero los hallazgos revelados en el nivel

in vitro deben confirmarse también in vivo.
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