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RESUMEN

Se sintetizaron 4 nuevas moléculas con potencial actividad para el tratamiento del
Alzheimer y Parkinson, cuyos nombres son, acetato de eugenol (1), metileugenol (2),
acido 5,6-dimetoxifenilacético (3), el ester etilico del acido 5,6-diacetoxibenzoico (4) y
el ester etilico del &cido 1,4-benzodioxancarboxilico (5). Las pruebas indican leve
actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa en comparacion con eugenol. Se
utilizo como materias primas piperonal, eugenol y piperazina para las moléculas 1,2,3,4
y 1,4-benzodioxancarbaldehido para la molécula 5. Una de las consecuencias del
presente trabajo de investigacion es que tanto las materias primas como los procesos
para sintetizar las moléculas 1,2,3 y 4 son relativamente baratos por lo cual de
confirmarse que puedan usarse para el tratamiento de alguna enfermedad podran estar al
alcance de un mayor sector de la poblacion.

ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer tiene una incidencia considerablemente alta en personas
mayores de sesenta afios, y probablemente los pacientes reales que sufren esta
enfermedad superen las estadisticas oficiales debido a que muchas veces los sintomas
solamente se atribuyen a la edad, nunca se diagnostica y no se busca tratamiento
médico. Es una enfermedad neurodegenerativa ligada con la disminucion de la
disponibilidad de acetilcolina. Se caracteriza por cambios fisiologicos en el cerebro
como “encogimiento”, pérdida de neuronas y la aparicion de “placas” en el cerebro®?.
Su tratamiento con Tacrine (Cognex®) inhibe la acetilcolinesterasa, aumentando la
disponibilidad de acetilcolina®.
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En noviembre de 1996, aparecen las Ampakinas, desarrolladas en la Universidad de
California (Campus de Irving) y vendida su licencia a Cortex® Farmacéutica. El
compuesto base es el denominado CX-516. Pruebas de laboratorio en ratas demostraron
que animales ancianos mejoraron draméaticamente su habilidad para recordar. Pruebas
clinicas en humanos iniciaron en 1997 y actualmente se encuentra en Fase Clinica Ill en
la “Federal Drug Administration” (FDA) de Estados Unidos de América.

Un compuesto organico estructuralmente analogo a CX-516; 1-(1,3-benzodioxol-5-
ylcarbonyl)piperidina fue reportado por Staubli, Rogers y Link como un compuesto c
apaz de incrementar la memoria en animales de experimentacion, con similar actividad
bioldgica y el mismo mecanismo de accion farmacoldgica.**
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CX-516 1-(1,3-benzodioxol-5-ylcarbonyl)piperidina
Es clara la similitud estructural existente, lo que se observa detalladamente al comparar
el modelo tridimensional entre ambas moléculas.

AMPAKINA CX-516 1-(1,3-BENZODIOXOL-5-YLCARBONIL)PIPERIDINA

Es razonable suponer entonces, que moléculas orgénicas similares estructuralmente a
CX-516 y a 1-(1,3-benzodioxol-5-ylcarbonyl)piperidina, que posean similares
funcionalidades, volimenes y superficies moleculares puedan poseer similar actividad
bioldgica.

Esta hipdtesis, origind la creacion de un programa de investigacion sobre sintesis de
compuestos que incrementan la memoria a partir de productos naturales conocidos y
abundantes, cuya primera fase la constituyo el proyecto “Sintesis de Analogos del
Medicamento Anti-Alzheimer AMPAKINA CX 516 a partir de los Productos Naturales
Safrol y Piperonal™® que se desarrollo cofinanciado por la Direccion General de
Investigacion durante el afio 2005 y formando parte del equipo de investigacién el Ph.D.
Oscar Cobar Pinto y el Lic. Abraham Vasquez Mencos. En esa oportunidad se
sintetizaron los compuestos mostrados a continuacion:
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En este proyecto, se sintetizar6bn, mediante rutas sintéticas cortas y con
reactivos de bajo costo, otros cinco compuestos organicos estructuralmente
similares a 1-(1,3-benzodioxol-5-ylcarbonyl)piperidina diferentes a los
sintetizados por el mismo equipo durante el aflo 2005 a partir de los productos
naturales piperonal y eugenol, abundantes en plantas medicinales en
Guatemala’ y probar su actividad inhibitoria contra las enzimas
Acetilcolinesterasa y Butirilcolinesterasa, ensayo que, de ser positivo,
conduciria en el futuro a realizar estudios in vivo en animales de
experimentacion para probar su capacidad de incrementar la memoria y
posteriormente evaluar especificamente su potencial como probables
medicamentos anti-Alzheimer. De hecho la nueva linea de moléculas
disefiadas por el programa de investigacion de la facultad de ciencias quimicas
y farmacia son aun més parecidas al producto estrella Ampakina CX-516 que
las desarrolladas por Staubli, Rogers y Link.
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Durante las investigaciones realizadas por este equipo en el afio 2005 se descubrié que
el eugenol, componente bien conocido de varios aceites escenciales y ampliamente
comercializado, presentaba una considerable capacidad inhibitoria de la enzima
acetilcolinesterasa, Ilevando a la conclusion de que este era el mecanismo por el cual el
eugenol funcionaba como insecticida. En otras palabras las plantas producen
compuestos volatiles como el eugenol, como veneno para inhibir la enzima
acetilcolinesterasa, propia de los animales, que son sus potenciales depredadores.

La Enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la pérdida de la sinapsis neuronal,
aunada a la co-ocurrencia de dos lesiones histologicas en el cerebro; el aparecimiento de
depdsitos extracelulares (placas seniles), cuyo componente principal es una forma
fibrilar predominantemente de un péptido de 40-42 aminoacidos conocido como Beta-
amiloide (BA) y aglomerados intracelulares de una forma hiperfosforilada del
microtUbulo asociado a la “proteina tau”, que parece jugar un rol importante en la
degeneracion de la enfermedad®. El sistema colinérgico, es entonces, el mas afectado de
los sistemas neurotransmisores, con perdida sustancial de su funcién en la corteza
cerebral e hipocampo. Lo anterior, es la base para la utilizacion de moléculas
anticolinérgicas (bloqueadores de la acetil y de la butiril-colinesterasa) como la base
para el tratamiento mas efectivo que existe contra la enfermedad®. Su inhibicion, ya sea
selectiva o no, amplifica la accion de la Acetilcolina, manteniendo por mas tiempo la
sinapsis neuronal durante la Enfermedad de Alzheimer. Tacrine (Cognex®), que es
actualmente el medicamento mas utilizado, es un inhibidor de la acetilcolinesterasa, sin
embargo posee una utilidad clinica limitada, por la mejoria relativamente pequefia
obtenida con la terapéutica y un importante espectro de efectos adversos’. Inhibidores
de la Buririlcolinesterasa, como N®-norphenserine, N*,N®-bisnorphenserine, Tolserina y
analogos de la Cysmerina han sido sintetizados recientemente, realizado estudios de
Estructura-Actividad Biologica (SAR) y demostrado potente accion anticolinérgica®. Se
espera en un futuro cercano el inicio de las pruebas clinicas que puedan convertirla en
medicamentos. Otro tipo de sustancias, las AMPAKINAS (Ampalex®), licenciadas a
Cortex Farmacéutica por la Universidad de California en 1993 y actualmente en Fase
Clinica Ill en la FDA de los Estados Unidos, actuan por un mecanismo de accion
diferente, al incrementar el funcionamiento de los receptores AMPA (&cido a.-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propanoico) tipo glutamato, aumentando el flujo de este
neurotransmisor hacia su receptor’. Los receptores AMPA estimulan a nivel molecular
ciertos tipos de memoria, al fomentar el funcionamiento de neuronas en un proceso que
se conoce como Potenciacion a Largo Plazo (PLP). Las AMPAKINAS cuando se unen
a un receptor AMPA, producen en respuesta un incremento del flujo de glutamato hacia
su receptor, generando PLP. El efecto es que se mejora la capacidad de memoria y de
recordar, hecho que estd probado en estudios farmacolégicos con ratas’. Estudios



simultineos, sugieren que las AMPAKINAS, tienen potencial como probables
medicamentos contra la esquizofrenia, depresion y la enfermedad de parkinson, incluso
Cortex farmacéutica en 1999, licencia a la compaiiia farmacéutica de origen suizo,
Organdn, la licencia para estudiarlas clinicamente contra la esquizofrenia y el Desorden
de Déficit de Atencién e Hiperactividad (Attention éficit Hyperactivity Disorder —
ADHD-).

En 1994, se reporta que 1-(1-3-bezodioxol-5-ylcarbonil)piperidina, un compuesto
similar estructuralmente a la principal AMPAKINA (CX-516) tiene la capacidad de
incrementar la memoria en animales de experimentacion®. La similitud estructural de
este Ultimo con la piperina, el principal componente de la pimienta negra (Piper
nigrum), visualizada por Schatz y publicada en un articulo educacional en 19974, lleva a
la creacion del Programa de “Sintesis de Moléculas Estimuladoras de la Memoria
Derivadas de Productos Naturales Abundantes y Conocidos” (Memory Enhancers by
Molecules Derived from Common Natural Compounds)#, del Departamento de
Quimica Organica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de
San Carlos, que pretende sintetizar moléculas funcional y estructuralmente similares a
CX-5186, por ruptura de la molécula de piperina y sintesis a partir de precursores
naturales pequefios. El primer proyecto “Sintesis de Tres Posibles Medicamentos por
Modificacion Estructural de la Piperina”®, basado en el documento pionero “Pimienta
Negra; Respuesta a los Males de Alzheimer y Parkinson?”?’, se desarroll6 en 1999-2000
cofinanciado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia—CONCYT-y el
segundo en 2005, cofinanciado por la Direccién General de Investigacion® han generado
diez moléculas que en un futuro cercano seran sometidos a las pruebas farmacol6gicas
necesarias para probar su capacidad de incrementar la memoria en animales de
experimentacion.

JUSTIFICACION

Asociada al padecimiento de Alzheimer se encuentra una disminucién de la
concentracion de acetilcolina disponible por ello se considera la inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa, responsable de la disociacion de la acetilcolina, como un potencial
paliativo de la enfermedad. EI compuesto Ampakina CX 516 ha demostrado ser un
potencializador de la memoria que probablemente actia mediante este mecanismo pero
con efectos secundarios negativos sobre el higado. Ya que se ha observado que
moléculas con estructuras similares presentan actividad biologica similar, esto debido a
al acoplamiento enzimatico con moléculas parecidas (Teoria llave-candado) es
justificable pensar que moléculas con estructura similar o superficie molecular similar a
la Ampakina CX516 puedan ser también agentes efectivos para el tratamiento de la
enfermedad con menores efectos tdxicos.



OBJETIVOS

2.4.1 Generales:

2.4.1.1 Sintetizar, a partir de Eugenol, acetato de eugenol (1), metileugenol (2), &cido
5,6-dimetoxifenilacético (3), el ester etilico del acido 5,6-diacetoxibenzoico (4) y el
ester etilico del &cido 1,4-benzodioxancarboxilico (5).

2.4.1.2 Determinar la actividad inhibitoria contra las enzimas Acetilcolinesterasa y
Butirilcolinesterasa de los siete compuestos sintetizados.

2.4.2 Especificos:

2.4.2.1 Explorar rutas sintéticas cortas y de bajo costo para la sintesis de anélogos de 1-
(1,3-benzodioxol-5-ylcarbonil)piperidina a partir de Eugenol, Piperonal o 1,4-
benzodioxancarbaldehido..

2.4.2.2 Explorar modificaciones al tipo de sustituyente sobre el &cido carboxilico y el
fenol de los productos a sintetizar para mejorar su actividad bioldgica.

2.4.2.4 Realizar estudios tedricos de modelaje molecular de las moléculas a sintetizar y
las disefiadas tedricamente para predecir su actividad de incremento de memoria en
mamiferos.

METODOLOGIA

Compuesto 1:

Sintesis de Acetato de Eugenol:

10ml de Eugenol se mezclan con 50 ml de anhidrido acético en un matraz de 125 ml. Se
arma un sistema de reflujo y cuidadosamente se agrega 0.5 ml de &cido sulfarico
concentrado. Se refluja durante 3 horas. Se deja enfriar y introduce en una nevera
durante tres dias. El producto consta de agujas blancas y grandes con un punto de
fusion de 67°C y un rendimiento del 90%.

Compuesto 2:

Sintesis de Metileugenol:

10 ml de eugenol se mezclan con 30 ml de sulfato de dimetilo y se reflujan durante 4
horas. Debe tenerse especial precaucion al manejar el sulfato de dimetilo ya que es
extremadamente venenoso. El sistema de reflujo debe poseer un doble refrigerante y
una trampa para gases. El exceso de sulfato de dimetilo se destruye con agua gota a gota
muy lentamente.

Alternativamente a la opcion del sulfato de dimetilo, puede utilizarse yoduro de metilo
el cual es preparado mediante la reaccion de una solucion de metanol absoluto
sobresaturada con yoduro de potasio y un ml de &cido sulfirico. Se destila a menos de
50° el yoduro de metilo. 10 ml de eugenol se hacen reaccionar con una cantidad
equimolar de sodio metélico dividido en finos trozos, para formar una sal amarillo
verdosa, el fendxido derivado, este se mezcla con un exceso de yoduro de metilo y se
refluja durante 3 horas.

Compuesto 3:

Sintesis de acido 5,6-dimetoxifenilacético:

5 ml de metil eugenol se mezclan con 30 ml de una solucién de permanganato de
potasio al 3% en acido sulfarico en agua al 5%. Se refluja intensamente durante 4 horas
con agitacion. Se agrega 1 ml de la solucion de permanganato cada vez que el color



morado desaparezca, hasta que el color permanezca 10 minutos. Se deja enfriar y se
agregan 20 ml de NaOH al 3% en agua. Se filtra el precipitado café que esta constituido
por 0xido de manganeso. Se acidifica la solucion filtrada a modo que precipite todo el
producto. El rendimiento obtenido es de 80% .

Compuesto 4:

Sintesis de 5,6-diacetifeniletanoato de etilo:

10 gramos de piperonal se suspenden en 50ml de una solucién de permanganato de
potasio al 3% en agua, se refluja durante 3 horas y se a en 50 ml de acetato de etilo, se
agrega lentamente y con mucha precaucion 3 ml de tricloruro de fdsforo, se refluja
durante tres horas hasta que se disuelva todo el sélido. Con mucho cuidado se agregan
20 ml de una solucion de piperazina en cloroformo al 1% y se refluja durante 2 horas.
Se destila el solvente hasta la mitad de volumen. Se filtra el preicipitado y se lava con
agua. El rendimiento es de un 60 %.

Compuesto 5:

Sintesis de ester etilico del acido 1,4-benzodioxancarboxilico:

2 gramos de 1,4-benzodioxancarbaldehido se suspenden en 10 ml de agua, se agregan
30 ml de acetato de etilo y 30 ml de una solucion de permanganato de potasio al 1% en
agua acido sulfurico al 2%. Se refluja durante 2 horas. Se deja enfriar y se neutraliza la
solucién con 30 ml de NaOH en agua al 2%. Se destila el el solvente hasta la mitad y se
deja cristalizar durante una semana. El rendimiento es de un 70% de un producto que en
solucion de acetato de etilo es de color rojo y que ya cristalizado es de color rosaceo y
olor agradable a frutas.



Metodologia de Manera Esquematica

Compuesto 1: Acetato de Eugenol
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Compuesto 5: ester etilico del &cido 1,4-benzodioxancarboxilico
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PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Substancia Caracteristicas Actividad”
Acetato de Eugenol Cristales blancos con Leve o nula inhibicion la
forma de agujas enzima
grandes. Punto de acetilcolinesterasa.
fusion 167 °C.
Metileugenol Cristales blancos, Punto | Leve Inhibicion de la
de fusion 33°C. acetilcolinesterasa..
Acido 3,4- Solido blanco. Punto de | Leve inhibicion
dimetoxifenilacético fusion de 190°C. enzimatica.
3,4-diacetoxibenzoato de Solido blanco. Punto de | Leve Inhibicion
etilo. Fusion: 147°C. Enziméatica.
1,4-benzodioxancarboxilato | Sélido blanco, punto de | Leve inhibicion
de etilo. fusion: 106°C enzimatica.
DISCUSION

Los compuestos sintetizados derivados del Eugenol si bien presentan una leve
inhibicidn enzimaética de la acetilcolinesterasa, esta es mucho menor que la del eugenol
original, lo que induce a pensar que el grupo fenol libre es el responsable de la
actividad en el Eugenol. Los fenoles y quinonas han sido ampliamente estudiados como
agentes antioxidantes, ahora vemos que unido a sus propiedades antioxidantes se
encuentra la inhibicion enzimatica de la acetilcolinesterasa, lo que nos lleva a la
formulacion de nuevas e interesantes hipotesis. ¢La inhibicién enziméatica de la
acetilcolinesterasa por el eugenol se da por un mecanismo de radicales libres? ;Se
observara inhibicion enzimatica de la acetilcolinesterasa por parte de otros fenoles?
¢QuEé tipo de sustituyentes aumentara la actividad? Se ha observado que algunos fenoles
han tenido algin grado de efectividad para el tratamiento de algunas formas de cancer.
¢La actividad citotoxica de los fenoles estard vinculada con la inhibicion de la
acetilcolinesterasa? La biosintesis del Eugenol en las plantas no es sencilla y estas
deben de invertir una considerable cantidad de energia para sintetizar este tipo de
moléculas aun en pequefias cantidades. Cabria preguntarse por qué las plantas hacen
este esfuerzo. La presente investigacion arroja un poco le luz con respecto a este tema.
La respuesta mas probable es que el eugenol es utilizado por las plantas como
insecticida natural porque es un inhibidor de la acetilcolinesterasa.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron 5 compuestos organicos similares esctructuralmente a
AMPAKINA CX-516, de los cuales 4 son nuevos.

Los cinco compuestos nuevos sintetizados presentan una leve inhibicion de
la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, similar a la presentada por 1-(1-
3-bezodioxol-5-ylcarbonil)piperidina.

Los compuestos Eugenol e Isoeugenol presentan una fuerte inhibicion de la
actividad de la enzima acetilcolinesterasa, no asi el acetato de eugenol por lo
gue como consecuencia de esta investigacion se concluye que el fenol libre
es el responsable de la actividad inhibitoria.

RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de actividad antibidtica de los diferentes compuestos
sintetizados.

Realizar cinéticas enziméticas que permitan santificar el efecto de los
sustituyentes en el anillo fendlico sobre la velocidad de reaccion.

Modificar artificialmente los productos sintetizados usando técnicas de
modelaje molecular para mejorar su espectro antibidtico y su actividad
biolégica en general.

Sintetizar en mayor cantidad los compuestos obtenidos, para realizar pruebas
con ratones y observar el efecto que presentan estas moléculas en sistemas
bioldgicos reales, ya que es posible que la Ampakina CX 516 ejerza una
actividad potencializadora de la memoria por un mecanismo diferente de la
inhibicion a la acetilcolinesterasa.

Realizar pruebas de citotoxicidad y otros ensayos de actividad biol6gica para
buscar aplicaciones biomédicas de los compuestos nuevos sintetizados.
Buscar aplicaciones industriales a los productos sintetizados.
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Anexos
Modelos tridimensionales de Moléculas Sitetizadas.

Compuesto 1: Compuesto 4:
Acetato de Eugenol 3,4-diacetoxibenzoato de etilo

Compuesto 2

Metileugenol Compuesto 5:

Ester etilico del Acido 1,4-
benzodioxancarboxilico

Compuesto 3:
Acido 3,4-dimetilfeniletanoico
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