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Glosario

Serotonina. Neurotransmisor implicado en la regulacion del estado de animo, el
apetito y el suefio.

Acetilcolinesterasa. Enzima encargada de descomponer la acetilcolina en la
sinapsis.

Proteina precursora amiloide. Proteina transmembrana que, al ser procesada
anormalmente, puede generar péptidos beta amiloide.

Beta amiloide. Péptido resultante del procesamiento anormal de la APP,
relacionado con procesos neurodegenerativos.

Factor neurotréfico derivado del cerebro. Proteina que favorece la
supervivencia y el crecimiento de neuronas.

Proteina del elemento de respuesta al AMPc. Factor de transcripcion implicado
en plasticidad sinaptica y memoria.

Nucleo del rafe dorsal. Region del tronco encefalico rica en neuronas
serotoninérgicas.

Interleucinas. Moléculas sefalizadoras involucradas en procesos inflamatorios
cerebrales.

Monoamiooxidasa. Enzima encargada del metabolismo de neurotransmisores
como la serotonina y la dopamina.

Noradrenalina. Neurotransmisor que participa en funciones como la atencion, el
estrés y el estado de animo.

N-metil-D-aspartato. Receptor glutamatérgico implicado en la plasticidad
sinaptica y el aprendizaje.

Canales de potasio activados por calcio. Tipo de canal idnico que regula la
excitabilidad neuronal.

Factor de necrosis tumoral alfa. Citocina proinflamatoria implicada en la
neuroinflamacion.

Ensayo de suspensién de cola. Prueba conductual utilizada para evaluar
comportamientos depresivos en roedores.
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Resumen

Sintesis y evaluacion de compuestos quiméricos
derivados de donepezilo y vilazodona dirigidos a blancos
importantes en el Alzheimer y la depresion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo
gue afecta principalmente a personas mayores. Estudios recientes han
demostrado una alta comorbilidad entre la EA y depresién, ademas una posible
interaccion entre ambos padecimientos a nivel neuroquimico. La terapia tradicional
ha estado enfocada en un solo blanco terapéutico, como la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) en EA y el receptor 5-HT1A en depresién. Sin
embargo, esta estrategia presenta limitaciones en cuanto a eficacia clinica y
efectos secundarios. Por ello, se han desarrollado enfoques que combinan
multiples blancos terapéuticos, como la inhibicion de AChE y la inhibicion de la
recaptura de serotonina en la hendidura sinaptica, los cuales estan implicados en
la regulacion del estado de animo y en procesos cognitivos. Por ello existe la
necesidad de desarrollar nuevos agentes terapéuticos multifuncionales que actuen
simultdaneamente sobre blancos claves involucrados en la EA y en los sintomas
depresivos asociados, con el fin de mejorar la eficacia del tratamiento y reducir los
efectos adversos. Nuestro objetivo fue desarrollar y evaluar un nuevo prototipo
farmacologico quimérico dirigido a la AChE en la EA y 5-HT1A en la depresion.
Para llevar a cabo esto, se utilizaron estrategias de sintesis organica para la
obtencion de los compuestos hibridos, tomando como estructuras base de
farmacos conocidos como Donepezilo (inhibidor de AChE) y Vilazodona (agonista
parcial 5-HT1A). Se realizo la caracterizacion de los compuestos a través de
espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear (RMN). La evaluacion
biologica incluy6 ensayos de toxicidad con el modelo de Artemia salina y ensayos
in vitro para determinar la inhibicion de la AchE. Como resultados se logré la
sintesis de dos compuestos hibridos con diferentes perfiles estructurales. El
compuesto 1 mostré una baja toxicidad a diferencia del compuesto 2 que fue alta.
Ademas, el compuesto 1 mostré una inhibicion mayor de la enzima AChE en
comparacion con el compuesto 2 que fue menor. La caracterizacion del
compuesto 1 se confirmd tras la correcta asignacion de sus sefiales de proton y
carbono presentes en la estructura. En conclusion, ambos compuestos mostraron
niveles bajos de inhibicion de AChE, sin embargo, el compuesto 1 destacod por
presentar una menor toxicidad y una inhibicion ligeramente superior, lo que
sugiere gue podria ser una mejor base estructural para futuras optimizaciones.

PALABRAS CLAVE. Inhibidores multitarget, disefio racional de farmacos,
neuropsicofarmacologia, acetilcolinesterasa, serotonina, evaluacion farmacolégica
in vitro.
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Abstract

Synthesis and evaluation of donepezil-vilazodone
chimeric compounds targeting important targets in
Alzheimer’s disease and depression

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder that mainly
affects older people. Recent studies have shown a high comorbidity between
Alzheimer's disease and depression, as well as a possible interaction between the
two conditions at the neurochemical level. Traditional therapy has focused on a
single therapeutic target, such as the enzyme acetylcholinesterase (AChE) in AD
and the 5-HT1A receptor in depression. However, this strategy has limitations in
terms of clinical efficacy and side effects. Therefore, approaches have been
developed that combine multiple therapeutic targets, such as AChE inhibition and
serotonin reuptake inhibition in the synaptic cleft, which are involved in mood
regulation and cognitive processes. Therefore, there is a need to develop new
multifunctional therapeutic agents that act simultaneously on key targets involved
in Alzheimer's disease and associated depressive symptoms, to improve treatment
efficacy and reduce adverse effects. Thus, our objective is to develop and evaluate
a new chimerical pharmacological prototype targeting AChE in AD and 5-HT1A in
depression. To achieve this, organic synthesis strategies were used to obtain the
hybrid compounds, taking as base structures known drugs such as Donepezil
(AChE inhibitor) and Vilazodone (5-HT1A partial agonist). The compounds were
characterized by mass spectrometry and nuclear magnetic resonance (NMR).
Biological evaluation included toxicity assays with the Artemia salina model and in
vitro assays to determine AChE inhibition. As a result, the synthesis of two hybrid
compounds with different structural profiles was achieved. Compound 1 showed a
low toxicity in contrast to compound 2, which was high, and compound 1 showed a
higher inhibition of the AChE enzyme compared to compound 2, which was lower.
The characterization of compound 1 was confirmed after the correct assignment of
the protons and carbons present in the structure, using *H and 3C NMR spectra. In
conclusion, both compounds showed low levels of AChE inhibition, however,
compound 1 stood out as having lower toxicity and slightly higher inhibition,
suggesting that it could be a better structural basis for future optimizations.

KEY WORDS. Multitarget inhibitors, rational drug design,
neuropsychopharmacology, acetylcholinesterase, serotonin, in vitro
pharmacological evaluation.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia, en la que
estan involucrados aspectos genéticos, de salud, ambientales y de estilo de vida
(National Institute on Aging, 2024). Se caracteriza por un deterioro cognitivo
progresivo que afecta la memoria, el pensamiento y el comportamiento, atafiendo
principalmente a la poblacion adulta mayor con una alta prevalencia. Segun la
OMS, la EA representa entre el 60% y 70% de los casos de demencia en el
mundo, con proyecciones de un incremento significativo en las proximas décadas,
particularmente en paises de América Latina como México, Chile y Brasil (World
Health Organization, 2023). Entre las causas de aparicion y progresion de la EA se
destaca la depresion como un componente relevante en esta relacion, definida
como una enfermedad comun y grave que afecta negativamente la manera de

sentir, pensar y actuar (American Psychiatric Association, 2024).

La depresion es un trastorno de la salud mental comin que afecta alrededor de
280 millones de personas en el mundo, presenta una comorbilidad significativa
con la EA, especialmente en las personas de edad avanzada (World Health
Organization, 2023). La depresion de inicio tardio no solo es un sintoma frecuente
en pacientes con EA, sino que también se ha identificado como un factor de riesgo
para su desarrollo. Estudios recientes sugieren una relacion bidireccional entre
ambas condiciones, donde la depresion no solo puede desencadenar el deterioro
cognitivo asociados al Alzheimer, sino también exacerbar su progresion en

cualquier etapa de la enfermedad (Huang et al., 2024; Yin et al., 2024).

Dado que tanto la EA como la depresion comparten procesos fisiopatoldgicos
como la neuroinflamacion crénica y las alteraciones en el sistema serotoninérgico,
es importante comprender los mecanismos subyacentes que las conectan. En
particular, la depresibn en humanos ha sido vinculada con procesos
neuroinflamatorios (Salcudean et al., 2025). Hay estudios en modelos animales

gue muestran que ratas tratadas con lipopolisacaridos (LPS) para inducir
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neuroinflamacién, tienen conductas similares a las depresivas. Ademas, estos
estudios han revelado un aumento significativo en los niveles de citocinas
proinflamatorias (TNFa, IL-1B) y un deterioro en los procesos de autofagia (Ali
etal.,, 2020; W. Li etal., 2021). En otro estudio con un modelo animal de ratas
Wistar mixto de trastorno depresivo mayor (TDM) y EA se observd que al
someterse a un protocolo de estrés cronico leve (CMS) durante 40 dias y a una
cirugia estereotaxica para la administraciéon intrahipocampal de péptido amiloide-
beta (AB) o liquido cefalorraquideo artificial (ACSF) induce un deterioro cognitivo y
conducta anheddnica, ademas de aumentar los niveles de TNF-a e IL-13 en la
corteza frontal y reducir los niveles de IL-10 en el hipocampo (Zabot et al., 2024).

Ademas de la neuroinflamacién, la disfuncion colinérgica es otro factor importante
gue conecta la depresion con la EA. Estudios con ratones hembra 3xTg-AD
envejecidos mostraron un comportamiento similar a la depresion y una funcion
cognitiva deteriorada. También mostraron disminuciones significativas en los
niveles de acetilcolina en el hipocampo. Ademas, la expresion del receptor
adrenérgico alfa la (ADRA1A), el receptor de serotonina 1A (5HT1A) y la
subunidad alfa-2 del receptor de acido y-aminobutirico A (GABRA2) se regulo
significativamente a la baja en el hipocampo (Zhang etal., 2023). Por lo tanto, es
esencial considerar tanto las estrategias terapéuticas actuales como las posibles
innovaciones para tratar ambas patologias de manera efectiva. Los tratamientos
actuales para cada patologia en particular son medios eficientes para ciertos
sintomas. Ademas, se ha documentado que los medicamentos para la EA no
surten efecto en todos los casos y pueden perder su eficacia con el tiempo (MAYO
CLINIC, 2024), por ello se requieren nuevas estrategias farmacolégicas que
puedan aliviar los sintomas depresivos y de la EA simultaneamente. En este
aspecto, el desarrollo de farmacos quiméricos se ha utilizado por su enfoque
donde a través de la combinacion de dos o mas entidades farmacolégicas activas
en una sola molécula, puede mejorar la eficacia, reducir efectos secundarios,
alcanzar propiedades sinérgicas, etc. Se ha documentado que las quimeras

derivadas de vilazodona y donepezilo, mostraron un buen potencial para ser



desarrolladas como un tratamiento prospectivo para la comorbilidad de la EA y la
depresion (X. Li etal., 2022). Vilazodona es un antidepresivo que actlia como un
inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina (ISRS) y un agonista parcial del
receptor SHT1A, lo que mejora los niveles de serotonina en el cerebro (Lucena Mi
et al., 2020). Por otro lado, donepezilo es un inhibidor de la acetilcolinesterasa que
se utiliza principalmente para tratar los sintomas cognitivos de la EA al aumentar
los niveles de acetilcolina en el cerebro (Kumar etal., 2024). Al combinar las
propiedades de ambos, estas quimeras podrian abordar tanto los sintomas
neuropsiquiatricos como los cognitivos. En otro estudio se demostr6 que los
hibridos de vilazodona-tacrina aportaron una idea novedosa para el
descubrimiento de farmacos para la depresién con deterioro cognitivo (Liu et al.,
2018).



ANTECEDENTES

Enfermedad de Alzheimer

Definicion y epidemiologia del Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es el tipo mas comun de demencia y mas frecuente
en las personas adultas mayores, es una enfermedad neurodegenerativa notoria
caracterizada por pérdida de memoria y disfuncidon cognitiva que causa una
disminucion progresiva de las habilidades cognitivas, conductuales y sociales de
una persona y afecta su capacidad para funcionar de forma independiente (X. Li et
al., 2022; Raheja & Girdhar, 2023).

Segun la OMS, mas de 55 millones de personas tienen demencia en todo el
mundo, donde el EA representa entre 60% y un 70% de los casos. Cada afio, hay
casi diez millones de casos nuevos (World Health Organization, 2023). Se prevé
gue casi se tripligue para 2050 en los paises latinoamericanos Chile, Brasil,
Colombia y México (Mena, 2022; World Health Organization, 2023).

Tipos de EA

La EA tiene una clasificaciéon de acuerdo a la edad de aparicion. Estos tipos no
solo estan determinados por la edad, sino también en su progresion clinica y los
cambios en la calidad de vida. Son clasificados de la siguiente forma:

e Alzheimer de aparicion temprana. Este tipo es poco frecuente (5%), se
presenta en personas menores de 65 afos, por lo general se les
diagnostica la enfermedad entre 40 y 50 afios. En esta etapa se presentan
cambios cerebrales como el desarrollo de placas y ovillos, perdida del
volumen cerebral y relacién con defectos genéticos.

e Alzheimer de aparicion tardia. Es el tipo mas comun de la enfermedad y
afecta a personas mayores de 65 afilos 0 mas y puede ser hereditaria
(Asociacioén de Alzheimer, 2022).



Histopatologia de la EA

La enfermedad de Alzheimer es una de las principales causas de demencia. Se
han identificado alteraciones histolégicas distintivas en el encéfalo que permiten su
diagnéstico. A nivel macroscopico, se nota el adelgazamiento de las
circunvoluciones (atrofia cerebral), particularmente en los l6bulos parietales y
temporales. Microscépicamente, las neuronas afectadas presentan acumulaciones
de filamentos anormales, que forman madejas con forma de llama conocidas
como ovillos neurofibrilares, compuestos principalmente por la proteina tau, la cual
esta asociada a los microtibulos neuronales. Ademas, se observa la deposicion
extracelular de amiloide, que se agrupa junto a dendritas distorsionadas,
generando las llamadas placas seniles. Estas placas son depdsitos de proteina
amiloide, derivados de la escision de la proteina precursora beta-amiloide (APP),
cuya acumulacion es caracteristica de las lesiones maduras en la enfermedad
(Stevens etal., 2003).

Diagnastico de la EA

Anteriormente la Unica forma concluyente de diagnosticar el Alzheimer era
realizando una autopsia del tejido cerebral del paciente y determinando si el sujeto
tenia Alzheimer o cualquier otra forma de demencia (Lopez et al., 2004).
Actualmente, el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer se basa
principalmente en la tomografia por emision de positrones (PET) y el andlisis de
proteinas en el liquido cefalorraquideo (LCR). La tau fosforilada (P-taul81) se
utiliza como biomarcador confirmatorio, ya que se acumula en el cerebro y se
secreta al LCR, pudiendo detectarse también en sangre. Las exploraciones PET,
con ligandos como florbetapir, florbetaben y flutemetamol, muestran una alta
precision diagndéstica, con una especificidad del 100% y una sensibilidad del 96%,
aunque su alto coste limita su uso generalizado. El andlisis del LCR, que evalla
los niveles de P-tau, AB42 y tau total, es mas accesible, aunque invasivo, con una

precision del 85-90%. Ambos métodos sugieren que el diagnostico temprano,



previo a la aparicion de los sintomas, es clave, ya que los cambios patologicos se
inician décadas antes del deterioro cognitivo (Khan et al., 2020).

Depresion

Definicion y epidemiologia de la depresion

La depresion es un trastorno mental comin que se caracteriza principalmente por
alteraciones del estado de animo, disminucion de la atencion y concentracion y
sentimientos de baja autoestima o la pérdida del placer o el interés por actividades
durante largos periodos de tiempo (Huang et al., 2024; World Health Organization,
2023)

Se estima que el 3,8% de la poblacion experimenta depresion, incluido el 5% de
los adultos (4% entre los hombres y el 6% entre las mujeres) y el 5,7% de los
adultos mayores de 60 afos. A escala mundial, aproximadamente 280 millones de
personas sufren depresion. La depresion es aproximadamente un 50% mas
frecuente entre las mujeres que entre los hombres (World Health Organization,
2023).

Asociacion entre el Alzheimer y la depresion

Se reconoce que la depresidn, especialmente la de aparicion tardia, se asocia con
un mayor riesgo de desarrollo de EA, como uno de los sintomas psiquiatricos
comoérbidos mas frecuentes que lleva consigo a un deterioro cognitivo, como
deficiencia de concentracion, procesamiento de informacion, memoria y disfuncién
ejecutiva (X. Li et al., 2022; Liu et al., 2018). Un estudio reciente encontré que la
depresion y el deterioro cognitivo exhiben una relacion bidireccional (Yin et al.,
2024). En concreto, la depresion en la mediana edad o en la vejez aumenta el
riesgo de padecer EA, y los pacientes con EA son mas propensos a desarrollar
depresion, los pacientes con EA de inicio temprano son mas susceptibles a niveles

elevados de depresion, lo que puede atribuirse a alteraciones significativas del



estilo de vida, dificultades en la adaptacion social y una progresion mas rapida de
la enfermedad. Por el contrario, los pacientes con EA de inicio tardio pueden
experimentar una depresion mas persistente, que probablemente esté influenciada
por factores contextuales como la discapacidad fisica. Mientras tanto, la depresion
puede acelerar la progresion de la EA en cualquier etapa (Huang et al., 2024).

Epidemiologia de la EA con espectro depresivo

La prevalencia global del espectro depresivo en los pacientes con EA se
encuentra entre el 38% (Huang etal., 2024). La prevalencia general agrupada de
sintomas depresivos en la demencia es de aproximadamente el 38% al 40% vy

varia segun la gravedad de la demencia.

Fisiopatologia que relaciona la depresion con el Alzheimer

La disminucion de serotonina, un neurotransmisor fundamental en la regulaciéon
del estado de animo ha sido implicada tanto a la depresion como a la EA. En
particular, la reduccion de la actividad serotoninérgica 5-HT conduce a la
sobreexpresion de los canales de potasio activados por calcio (SKC) en el nucleo
serotoninérgico principal, el nacleo del rafe dorsal (DRN), que es importante para
la producciéon de serotonina y que esta asociada con un aumento en el
procesamiento amiloidogénico de la proteina precursora amiloide (APP), lo que
conduce a la acumulacion de beta-amiloide, un sello distintivo de la EA (Figura 1).
La acumulacion de placas de beta-amiloide interfiere con la comunicacion
neuronal y contribuye a la neurodegeneracion. Ademas, la serotonina tiene
influencia sobre la fosforilacibn de la proteina tau, que es crucial para la
estabilidad de los microtubulos neuronales. Cuando la proteina tau se fosforila de
manera excesiva, se forman ovillos neurofibrilares que alteran las funciones
neuronales, lo que también es caracteristico de la EA (Babulal et al., 2020;
Kawakami et al., 2022).



Tanto la depresién como la EA comparten una etiologia inflamatoria cercana. Se
ha observado que la inflamacién crénica disminuye la produccion de serotonina en
el cerebro y reduce su disponibilidad en el espacio sinaptico. Estos hallazgos se
han demostrado en estudios en un modelo de raton con enfermedad de Alzheimer
qgue mostrd una liberacion deficiente de serotonina en el hipocampo debido a una
relacién de la interleucina-1B con alteraciones en las proteinas de fusion/fision
mitocondrial y el deterioro de la memoria inducido por oligobmeros de 3-amiloide,
(Batista et al., 2021; Tian et al., 2023). En general sugiere que el déficit de
serotonina, especialmente en las &reas corticales, contribuye de manera
significativa al desarrollo de la EA y la depresion. Ademas, en otro estudio con
ratas que recibieron una inyeccion intraventricular (ICV) de anti-beta amiloide
(AB1-42), aumentd el comportamiento relacionado con la depresion y elevo
significativamente los niveles de IL-18 y TNF-a en el hipocampo. Se relaciona que
las citocinas inflamatorias pueden afectar a los neurotransmisores
monoaminérgicos y la respuesta inflamatoria puede causar alteraciones en la
neurogénesis (Zhan et al., 2024). Por otro lado, la acumulacién de beta-amiloide
juega un papel clave en la exacerbacion del proceso inflamatorio en la EA.
Cuando la microglia entra en contacto con los agregados de AB, se produce una
liberacién de citoquinas proinflamatorias como la interleucina-1 beta (IL-18) y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), lo que perpetua la inflamacion y agrava el
dafo neuronal (Han & Ham, 2021). Ademas, los SKC podrian estar involucrados
en el aumento del estado neuroinflamatorio al favorecer la activacion de la

microglia (Figura 1).
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Fig. 2. Posible mecanismo dependiente de SKC que vincula la EA y la depresion
(Hasan etal., 2023).

La neuroinflamacion mediada por la activacion de la microglia disminuye los
factores de crecimiento como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF).
Este factor es crucial para el proceso de neurogénesis y juega un rol importante en
la plasticidad sinaptica, que a su vez es vital para la proteccion neuronal (Khawagi
etal.,, 2024). Adicionalmente, se ha identificado una notable relacion entre el
sistema serotoninérgico y el BDNF, la expresion del BDNF es estimulada a través
de la via de la proteina del elemento de respuestaal AMP ciclico (CREB). A su
vez, el BDNF promueve la supervivencia y el crecimiento de las neuronas que
utilizan serotonina. Por lo tanto, una disminucion de 5-HT mediada por SKC, en
combinacién con un estado inflamatorio persistente, puede resultar en una
reduccion de BDNF, lo que puede  contribuir a  procesos

neurodegenerativos (Figura 1) (Hasan etal., 2023).

Algunos de estos efectos se han demostrado en modelos de ratones tratados con
cepas bacterianas aisladas de la microbiota intestinal humana, entre ellas
Enterococcus mundtii NK1516 que mostraban conductas similares a la

depresion/ansiedad y mostraron una disminucion de los niveles de BDNF vy



serotonina en el hipocampo, ademas, hubo un aumento del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), IL-18 e IL-6 (Joo et al., 2023).

Tratamiento farmacolégico actual

Tratamiento del Alzheimer

El tratamiento de la EA tiene como objetivo ralentizar la progresion de los
sintomas, ayudar a proporcionar a las personas comodidad, dignidad e
independencia, asi como mejorar su calidad de vida y también ayudar a sus
cuidadores. Aunque no existe cura definitiva, los tratamientos actuales se centran
principalmente en controlar el deterioro cognitivo y los sintomas conductuales. Las

terapias farmacologicas actuales son:

Inhibidores de la acetilcolinesterasa como el donepezilo (Figura 2), rivastigmina y
galantamina, constituyen la primera linea del tratamiento en las etapas de leve a
moderadas. Estos medicamentos actuan inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa
para evitar la descomposicion de la acetilcolina, un neurotransmisor que ayuda a
las células nerviosas a comunicarse entre si y es clave en la memoria y el
aprendizaje, su uso ha demostrado retrasar temporalmente el empeoramiento de
los sintomas cognitivos y mejorar el funcionamiento diario de los pacientes

(National Institute on Aging, 2023).
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Fig. 3. Estructura 2D del Donepezilo (Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica, 2024).

Agonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), la memantina es otra opcion
para la etapa de moderada a severa. Este farmaco regula la actividad del
glutamato, un neurotransmisor excitador que, en exceso puede contribuir a la
neurodegeneracion. La memantina ayuda a preservar algunas funciones
cognitivas y a retrasar el avance de los sintomas en etapas avanzadas (National
Institute on Aging, 2023; NHS, 2024)

Una opcion de tratamiento centrada en inmunoterapia, en etapas tempranas,
considera el uso del lecanemab y el donanemab, que son anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el péptido beta-amiloide. Estos farmacos se unen
selectivamente a las formas agregadas de AP en el cerebro, favoreciendo su
eliminaciéon y reduciendo la acumulacién de placas que interfieren en la
comunicacion neuronal. Ambos han mostrado resultados prometedores en
ensayos clinicos de fase avanzada y recientemente fueron aprobados por la FDA
para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en etapas iniciales. Su
mecanismo de accién esta orientado a ralentizar la progresion de la enfermedad
mediante la reduccion de la carga amiloide, aunque continlan bajo evaluacién
para determinar la magnitud real de su beneficio clinico y los posibles efectos

secundarios (Alzheimer’s Association, 2024; National Institute on Aging, 2023).
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Tratamiento de la depresion

Actualmente, la mayoria de los antidepresivos actian mediante sistemas
transmisores noradrenérgicos-serotonérgicos o inhibiendo la monoaminooxidasa
(MAO) para reducir la degradacion de la serotonina (5-HT) y la norepinefrina (NE)
(Liu et al., 2018).

Los ISRS son una clase de medicamentos que se recetan con mayor frecuencia
para tratar la depresion. A menudo se utilizan como farmacoterapia de primera
linea para la depresion y otros numerosos trastornos psiquiatricos debido a su
seguridad, eficacia y tolerabilidad (Chu & Wadhwa, 2024).

La vilazodona (Figura 3) es un ISRS y un agonista del receptor 5-HT1A, que
puede aumentar la concentracion de serotonina en la hendidura sinaptica. La
serotonina, por su parte, esS un neurotransmisor importante que existe
ampliamente en el cerebro, desempefia un papel fundamental en la funcion
cerebral normal. De esta manera, los agonistas del receptor 5-HT1A desempeiian
un papel importante en la terapéutica del TDM. Ademas, los ISRS, que pueden
aumentar la cantidad de 5-HT disponible en el espacio sinaptico, por lo que es una

caracteristica notable de los antidepresivos (X. Li et al., 2022).
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Fig. 4. Estructura 2D de Vilazodona (National Center for Biotechnology
Information, 2024).

Farmacos quiméricos

Una molécula quimérica es una construccion diseflada en la que dos o mas
componentes se unen para formar un nuevo agente biologico. Las moléculas
guiméricas pueden considerarse como variantes de una idea propuesta por Paul
Ehrlich a fines del siglo XIX. Este concepto describe una molécula bifuncional en la
gue un componente dirige la molécula a una célula especifica y el segundo
componente ejerce una actividad farmacologica. Diferentes disciplinas han
atribuido multiples nombres a las moléculas de doble funcion (quimeras, hibridos,
bioconjugados, compuestos bifuncionales, moléculas multidiana, compuestos
disefiados) dependiendo del campo de aplicacion, pero la estructura general se

conserva.

Estas entidades muestran (i) una fraccibn de orientacion y (i) una molécula
efectora dentro de la misma construccién quimica, y su funcion individual pueden
modularse en gran medida con estrategias de quimica de conjugacion apropiadas

donde un enlazador es el elemento puente (Figura 4) (Borsari etal., 2020).
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Fig. 5. Descripcion general de compuestos quiméricos con diversidad de
estructuras: (a) ejemplos de quimeras analizadas en la Perspectiva, donde la
fraccion enlazadora esta resaltada en azul; (b) estructuras generales de
compuestos quimeéricos (Borsari et., 2020).

Actualmente, existen farmacos quiméricos en el mercado que han demostrado un
exito significativo en el tratamiento de diversas enfermedades. Un ejemplo
destacado es sacubitrilo/valsartan, utilizado en el manejo de la insuficiencia
cardiaca y la hipertension. Este farmaco combina las actividades de bloqueo del
receptor de angiotensina Il (por valsartan) y la inhibicion de la neprilisina (por

sacubitrilo), ofreciendo un enfoque dual en la reduccién de la carga cardiovascular.

En estudios clinicos de fase lll, realizados para comparar la eficacia y seguridad
del tratamiento frente a las opciones estandar, el uso de sacubitrilo/valsartan ha
demostrado ser bien tolerado y seguro en pacientes con hipertension leve a
moderada. Ademas, los resultados mostraron una reduccién mas significativa de
la presion arterial en comparacion con otros tratamientos antihipertensivos, como
el olmesartan (Rakugi etal., 2022). Este éxito clinico subraya la efectividad de los
farmacos quiméricos en el tratamiento de enfermedades complejas mediante la

accion sobre multiples dianas terapéuticas.
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Estrategias de disefio de los farmacos quiméricos
Los enlazadores o linkers

Los enlazadores son elementos clave en la quimica de farmacos quiméricos, ya
que permiten la unién de diferentes fracciones moleculares o la conjugacion de
moléculas pequefias con proteinas. Los diferentes tipos de enlazadores se eligen
segun el objetivo terapéutico, considerando si el blanco es intracelular o
extracelular, y el tipo de célula o tejido que se busca alcanzar. Por ejemplo, para
objetivos intracelulares, los enlazadores suelen incluir una fraccibn que puede

escindirse una vez dentro de la célula, liberando el farmaco de manera controlada.

Un enlazador comunmente utilizado es la hidrazona, que es estable a pH
fisiologico y se rompe en condiciones &cidas. Ha sido ampliamente usada en
sintesis de péptidos y en experimentos de protedmica debido a sus condiciones
suaves de liberacion. Ademas, el enlace disulfuro, reversible en condiciones
fisiologicas, es otra opcion frecuente, sobre todo en la ciclizacion de péptidos para
mejorar su estabilidad y capacidad de unién a proteinas diana. Este enlace se
utiliza en terapias peptidicas como la insulina y en la conjugacion de farmacos con
anticuerpos, lo que permite la liberacion selectiva de agentes citotoxicos en células

tumorales (Borsari etal., 2020).

Estrategia de combinacion de farmacoforos

Los farmacos multidiana se desarrollan comunmente mediante la estrategia de
combinacién de farmacoforos, que implica integrar dos o mas fracciones
farmacoféricas en una sola molécula. Esta combinacion permite que el compuesto
resultante interactie eficazmente con objetivos biolégicos especificos. Las uniones
entre los farmacoforos pueden realizarse a través de un enlace, utilizando una
cadena (Figura 5 A), o mediante la fusién de los farmacoforos sin elementos
adicionales (Figura 5 B), o superponiendo motivos estructurales comunes
(Sampietro et al., 2022).
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Fig. 6. Estrategias de disefio utilizadas en el enfoque de combinacién de marcos:
hibrido enlazado ((A ); el enlazador esta coloreado en naranja), hibrido fusionado (
B ); hibrido combinado ( C ). Los elementos en diferentes colores representan

diferentes fragmentos estructurales dentro de cada farmacoéforo (Sampietro et al.,
2022).

La estrategia de farmacoforos enlazados a menudo produce moléculas mas
grandes vy lipofilicas, pero su aplicacion es sencilla y resulta particularmente util
para objetivos donde las regiones de union estan ocultas dentro de la proteina. En
estos casos, un farmacoforo puede interactuar con el sitio de union principal,
mientras que un enlazador de geometria y longitud adecuadas posiciona el
segundo farmacoéforo en un sitio de union secundario, lo que permite una unidn
dual y generalmente incrementa la potencia del farmaco. Al optar por hibridos
fusionados o combinados, se eliminan elementos estructurales adicionales
(enlazadores) o algunos componentes comunes, lo que resulta en un menor peso
molecular y, potencialmente, propiedades fisicoquimicas mas favorables y mayor

similitud con farmacos existentes (Sampietro et al., 2022).

Estudios actuales con vilazodona-tacrina y vilazodona-donepezilo

Mediante una estrategia de disefio racional, se disefiaron, sintetizaron y evaluaron
invitrouna serie de hibridos multifuncionales de vilazodona-tacrina contra la
depresion y el deterioro cognitivo. La mayoria de los derivados exhibieron
actividades inhibitorias considerables hacia AChE y BuUuChE. Ademas, la mayoria
de ellos mostraron una gran actividad agonista de 5-HT, actividad inhibidora de la
recaptacion de 5-HT y wuna excelente permeabilidad de la barrera

hematoencefalica (Liu et al., 2018).
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En otro estudio se mostré que a traves del disefio de moléculas quiméricas con la
estrategia de fusion de los farmacoéforos clave del antidepresivo vilazodona vy el
farmaco de la EA donepezilo, fue bueno, ya que atenud significativamente el
comportamiento depresivo en el ensayo de suspension de cola (TST) y mejoro el
deterioro cognitivo en el ensayo de laberinto en Y en ratones (X. Li etal., 2022)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo cronico caracterizado por pérdida
progresiva de memoria, deterioro cognitivo y limitacion de las actividades
cotidianas. Representa entre el 60 y 70% de los casos de demencia, y se estima
qgue en el afio 2050 la cifra de pacientes se triplicard, alcanzando los 152 millones
a nivel mundial.

Uno de los sintomas comorbidos mas relevantes asociados a la EA es la
depresion, un trastorno mental comun que afecta el estado de animo, la atencién,
la concentracién y la autoestima. La prevalencia global de depresién en pacientes
con EA se ha estimado en alrededor del 38 %. La relacién entre ambas patologias
es bidireccional: la depresion incrementa el riesgo de desarrollar EA en la mediana
edad o en la vejez, y, a su vez, los pacientes con EA presentan mayor
susceptibilidad a la depresion. Esta relacion puede explicarse por mecanismos
fisiopatoldgicos compartidos, incluyendo disfuncion en el sistema serotoninérgico y
procesos neuroinflamatorios.

A pesar de la relevancia de esta comorbilidad, los tratamientos disponibles
contindan orientados principalmente a blancos individuales. Esta estrategia de "un
farmaco — una diana" ha mostrado eficacia limitada y se asocia con efectos
secundarios. En este contexto, surge el interés por el desarrollo de farmacos
guiméricos, diseflados para actuar simultaneamente en multiples blancos
terapéuticos. Estos compuestos hibridos buscan modular tanto la actividad
colinérgica (relacionada con la EA) como la serotonérgica (implicada en la
depresion), ofreciendo un enfoque integral frente a enfermedades de origen
multifactorial.

De esta manera, el problema radica en que no existen alun terapias aprobadas que
aborden de manera conjunta la EA y la depresion como comorbilidad, lo que limita
la eficacia clinica y deja sin cubrir una necesidad terapéutica creciente en la

poblacién mundial.
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JUSTIFICACION

La prevalencia de comorbilidades psiquiatricas afecta gravemente el progreso de
la enfermedad, se suma a la carga médica y conduce a una mayor morbilidad y
discapacidad en comparacion con los pacientes sin comorbilidades.

Actualmente el tratamiento del Alzheimer tiene como propdésito controlar el
deterioro cognitivo y los sintomas conductuales, los medicamentos de primera
linea son los Inhibidores de la acetilcolinesterasa (donepezilo, rivastigmina y
galantamina). Estos medicamentos actian inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa
para evitar la descomposicién de la acetilcolina, un neurotransmisor que ayuda a
las células nerviosas a comunicarse entre si y es clave en la memoria y el
aprendizaje. Otra opcidn es el Agonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA),
(memantina) que regula la actividad del glutamato, un neurotransmisor excitador

gue, en exceso puede contribuir a la neurodegeneracion.

En el tratamiento de la depresién la mayoria de los antidepresivos actuan
mediante sistemas transmisores noradrenérgicos-serotonérgicos o inhibiendo la
monoaminooxidasa (MAQ) para reducir la degradacion de la serotonina (5-HT) y la
norepinefrina. Los medicamentos de primera linea son los inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina (ISRS), (fluoxetina, fluvoxamina, sertralina y
paroxetina). La vilazodona es un ISRS atipico ya que actia como un ISRS y como
un agonista del receptor 5SHT1A que puede aumentar la concentracion de

serotonina en la hendidura sinaptica.

Dado que actualmente no se han aprobado medicamentos especificamente para
el tratamiento de la EA con comorbilidad de depresion para aliviar los sintomas y
la progresion de la enfermedad, es importante buscar nuevas alternativas para
abordar los sintomas comorbidos asociados a la EA. Una de ellas es la
investigacion sobre farmacos quiméricos que se basa en que un farmaco puede

actuar en multiples blancos terapéuticos, lo que podria mejorar la eficacia y reducir
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la necesidad de usar multiples medicamentos. Un ejemplo de ello es el disefio de
moléculas quiméricas de Li y colaboradores con los farmacéforos del
antidepresivo vilazodona y el medicamento de la EA donepezilo, que mostré una
buena respuesta, para atenuar el comportamiento depresivo en el ensayo de
suspensioén de cola (TST) y mejorar el deterioro cognitivo en el ensayo de laberinto

en Y en ratones.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Desarrollar y evaluar un nuevo prototipo farmacolégico quimérico dirigido a los

blancos acetilcolinesterasa en EA y serotonina en la depresion, asi como evaluar

el efecto de la actividad farmacoldgica en la inhibicién de la acetilcolinesterasa.

Obijetivos especificos
e Disefiar compuestos quiméricos con base en la estructura de donepezilo y

vilazodona.

e Sintetizar compuestos quiméricos a través de reacciones quimicas de
sustitucion nucleofilica bimolecular.

e Purificar compuestos quiméricos por cromatografia en columna.

e Caracterizar compuestos quiméricos mediante técnicas de espectroscopia
de resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

e Evaluar la toxicidad de los compuestos quiméricos con el Ensayo de
Toxicidad con Artemia salina.

e Evaluar la inhibicion de los compuestos quiméricos para determinar el
efecto inhibitorio sobre acetilcolinesterasa.

e Realizar el acoplamiento molecular de los compuestos para predecir la
afinidad y el modo de interaccion de los compuestos quimeéricos con sus

blancos terapéuticos (acetilcolinesterasa y receptores serotoninérgicos).
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MATERIAL Y METODOS

Los experimentos de sintesis, purificacidon, evaluacion bioldgica y simulaciones
computacionales de los compuestos quiméricos fueron realizados en el laboratorio
de Quimica Farmacéutica de la Division de Biologia Molecular en el Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, A.C., ubicado en San Luis
Potosi, durante el periodo de abril de 2024 a abril de 2025. La caracterizacion
estructural de los compuestos mediante espectroscopia de resonancia magnética
nuclear 'H y C (RMN) se llevé a cabo en colaboracién con el Dr. Francisco Elih

Bautista Redonda.

Disefio molecular de compuestos quimeéricos basados en farmacoforos
dirigidos a acetilcolinesterasa y al receptor serotoninérgico 5-HT1A
La estrategia empleada para el disefio molecular se basé en la combinacion de
farmacoforos vinculados, seleccionados por su interaccion especifica con blancos
terapéuticos clave en el tratamiento de la depresion y el Alzheimer. Se eligieron
los siguientes elementos estructurales:

1. Farmacoéforo de Donepezilo: Se seleccion6 el grupo N-bencil piperidina,
conocido por su contribucion a la especificidad y afinidad del farmaco hacia
la enzima acetilcolinesterasa (AChE). Este grupo permite una interaccion
con el sitio activo de la enzima.

2. Farmacoforo de Vilazodona: Se selecciono el grupo indol, responsable de la
interaccién con el transportador de serotonina (SERT) y el receptor 5-HT1A,
aumentando la disponibilidad sindptica de serotonina y actuando como agonista
parcial. Para el disefio, este fragmento fue sustituido por un nicleo bencimidazolico
utilizando la estrategia de scaffold hopping. También el grupo piperazina, fue
conservado para mejorar la afinidad y selectividad hacia el receptor 5-HT1A, asi

como para estabilizar la interaccion y modular la actividad agonista parcial.

El disefio de las moléculas buscé la interaccion simultdnea de los compuestos quiméricos
tanto con AChE como con 5-HT1A.
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PARTE QUIMICA: Sintesis de los compuestos quiméricos 1y 2

Material y equipo:

Reactivos y disolventes: Se emplearon los siguientes compuestos sin
purificacion adicional, a excepcién del 2-clorometilbencimidazol empleado
en la sintesis del compuesto 2, el cual fue purificado previamente: 1-2
metilbencilpiperazina (Sigma-Aldrich, 97%, China), 2-clorometilbencimidazol
(Sigma-Aldrich, 96%, China), 1-fenilpiperazina (Sigma-Aldrich, 97%, China).
Como disolventes se utilizaron: diclorometano (DCM), tetrahidrofurano
(THF), acetonitrilo (CH3CN), acetona, etanol y dimetilsulfoxido (DMSO),
todos de calidad analitica. Ademas, se empled trietilamina (TEA) como
base y yoduro de potasio (KI) como aditivo para favorecer las reacciones.

Instrumentos y equipo: Se utilizaron una balanza analitica (EQUIPAR,
Sartorius, México); una plancha de calentamiento (EQUIPAR, StableTemp,
México), un rotavapor (BUCHI, V-100, México); placas de cromatografia en
capa fina (TLC) (Analytical Chromatography, TLC silica gel 60 F254,
Alemania); una lampara de luz ultravioleta(AnalytikJena, UVP UVGL-25,
EE. UU.); matraces de fondo redondo de borosilicato (Pyrex, Staffordshire,
Reino Unido); y un termémetro digital (Digi-Sense, EU); Determinador de
punto de fusién (Stuart, SMO10, Reino Unido), ; Bomba de vacio (GAST,
OCA-P704-AA, Michigan, EU).

Metodologia general de la sintesis del compuesto quimérico 1

La obtencién del compuesto 1 se llevd a cabo mediante una reaccion de

sustitucién nucleofilica tipo SN2 (Figura 6), utilizando como materias primas el 2-

clorometilbenzimidazol y la 1-2-metilbencilpiperazina. Para ello, se pesaron 0.2 g

del primer reactivo, y posteriormente se afiadid 1.1 eq del segundo reactivo.

Ambos compuestos se disolvieron en 2 mL de diclorometano (CH,Cl,) y se

mezclaron con trietilamina (TEA, 1.1 eq respecto al segundo reactivo) como base.
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La mezcla de reaccion se mantuvo bajo agitacion constante y en reflujo, a una
temperatura controlada entre 38 y 40 °C, durante 8 h con 35 min.

El progreso de la reaccion fue monitoreado mediante cromatografia en capa fina,
utilizando placas de silica gel y una fase mévil diclorometano-etanol (CH,Cl,—
EtOH), 90:10. Las placas se visualizaron bajo luz ultravioleta 254/365 nm para
identificar la formacion del producto deseado. Al finalizar la reaccion, se elimino el
disolvente mediante rotavaporacion, y el producto crudo se precipitoé por adicion de
agua. Posteriormente, el sdélido obtenido fue purificado, logrando una masa final de
0.163 g, lo que corresponde a un rendimiento del 37.21% en base al producto
purificado. El desarrollo completo de la reaccion de sintesis del compuesto 1 se
presenta en anexos (Diagrama 2).

Las condiciones detalladas de la reaccién, incluyendo cantidades, temperatura,
disolvente y tiempo de reaccion, se resumen en la Tabla 1, ubicada en el apartado

de anexos.

(N
N N—)
K/NH A, 8:35h H

1-2-methylbenzyl piperazine 2-chloromethyl benzimidazole 2-((4-(2-methylbenzyl)piperazin-1-yl)methyl)-1H-benzo[d]imidazole

Fig. 7. Reaccion de sustitucion nucleofilica para la obtencion del compuesto 1

Metodologia general de la sintesis del compuesto quimerico 2

Se empleo la reaccién de sustitucion nucleofilica SN2 (Figura 7) utilizando como
materias primas el 2-clorometilbenzimidazol y la 1-fenilpiperazina. Para ello, se
pesaron 0.2 g del primer reactivo, y posteriormente se afiadid 1.1 eq del segundo
reactivo. Ambos compuestos se disolvieron en 2 mL de CH3;CN y se mezclaron
con trietilamina (TEA, 1.1 eq respecto al segundo reactivo) como base.
Previamente, se evaluaron otros disolventes como diclorometano, acetona, etanol
y DMSO, los cuales no dieron lugar a la formacion del producto. El desarrollo
completo de la reaccion de sintesis del compuesto 2 se presenta en anexos

(Diagrama 3).
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La reaccion se mantuvo en reflujo a una temperatura controlada de 70 °C durante
13 h con 40 min. Se monitoreé mediante TLC utilizando una fase movil acetato de
etilo-acetona (EtOAc-Me>CO) 90:10. Las placas se visualizaron bajo luz
ultravioleta 254/365 nm para identificar la presencia del producto final. Durante el
desarrollo de la reaccion, se formé un precipitado blanquecino que fue recuperado
por filtracion utilizando papel de filtro.

Las condiciones experimentales completas, como las proporciones molares,

temperatura y eleccion del disolvente, se presentan en la Tabla 1 del apartado de

anexos.
( N
/© N N—
(\N + CH,CN, EGN, 70°C , \> /
HN \) A, 84h N
1-phenyl piperazine 2-chloromethyl benzimidazole H

2-((4-phenylpiperazin-1-yl)methyl)-1H-benzo[d]imidazole

Fig. 8. Reaccion de sustitucion nucleofilica para la obtencién del compuesto 2.

PARTE DE PURIFICACION: Purificacién del compuesto 1y 2

Material y equipo:
= Para la purificacion de los compuestos se utilizé6 una columna de vidrio para
cromatografia en columna (30 cm de longitud y 2.5 cm de diametro), un
rotavapor (BUCHI, V-100, Meéxico), placas de TLC (Analytical
Chromatography, TLC silica gel 60 F254, Alemania), vasos de precipitado
(DWK Life Sciences, KIMAX, EU.), embudos y material de vidrio estandar.
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Purificacion del compuesto 1 mediante columna cromatografica

El compuesto 1, obtenido tras la sintesis, fue purificado mediante cromatografia en
columna con silica gel como fase estacionaria. Se empled un sistema de elucién
en gradiente, comenzando con una mezcla de diclorometano:etanol 98:2, la cual
se ajustd progresivamente a 95:5 y finalmente a 90:10, con el fin de optimizar la
separacion del producto de posibles impurezas.

Las fracciones recolectadas fueron de entre 5 a 10 mL y posteriormente
concentradas mediante rotavaporacion para eliminar los disolventes. A lo largo del
proceso, se monitored la separacion mediante TLC utilizando placas de silica, con
deteccion bajo luz UV (254/365 nm), lo que permitié verificar la recuperacion del

producto purificado.

Purificacion del compuesto 2 mediante lavado con disolvente

El compuesto 2, obtenido como un sdlido tras la filtracion. Este se sometio a un
proceso de purificacion basado en lavados sucesivos con disolventes organicos
para eliminar impurezas residuales. Se emplearon disolventes como acetato de
etilo, etanol, diclorometano, acetonitrilo, acetona y cloroformo. Durante cada etapa
del lavado, se monitored la limpieza del compuesto mediante TLC, utilizando
placas de silica y visualizacion bajo luz UV (254/365 nm).

Finalmente, se determind que el lavado con cloroformo fue el mas eficaz para la
purificacion del sdlido, lo cual fue confirmado por el analisis por TLC. Ademas, se
observo una leve formacion de cristales durante este proceso. El sistema de

elucion empleado para el monitoreo cromatografico fue cloroformo:acetona 90:10.

EVALUACION BIOLOGICA: Determinacion del perfil de toxicidad y la

actividad inhibitoria

Material y equipo:
= Parala evaluacién de toxicidad de los compuestos 1y 2 se emplearon: un
vaso de precipitado de 2 L para la incubacién de los huevos de Artemia
salina, una solucion de NaCl al 3% para simular el ambiente marino,

nauplios de Artemia salina (obtenidos tras incubacién), una lupa con luz
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incorporada (VERDEN, MO-022, China), micropipetas (10-1000 pL,
ecopipette, NH10225, Suiza), y placas multipocillo (Costar, de 12 o 24
pocillos, segun el ensayo). También se utiliz6 DMSO como vehiculo para
disolver los compuestos.

= Para la evaluacion de la actividad inhibitoria sobre la enzima
acetilcolinesterasa  (AChE), se utiliz6 un kit comercial de
Acetylcholinesterase Assay acetylcholinesterase inhibitor screening kit
(MAK324, Sigma-Aldrich), con la enzima acetylcholinesterase from E.
electricus (C3389, Sigma-Aldrich). El ensayo se realiz6 en microplacas de
pocillos (96 pocillos, Costar, Suiza) con lectura en un espectrofotometro de
placa (ByoTek, Synergy HTX, USA.). También se utilizé equipo de cémputo
con el programa Gen5® para el analisis de datos, un agitador vortex (CTR
SCIENTIFIC, Mexico) para homogenizar las soluciones, multpipetas
(JOANLAB, rango 50-300 pL, China), y DMSO al 10% como vehiculo para

la disolucion de los compuestos.

Fundamento del ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa

El ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa se basa en la hidrolisis del sustrato
acetiltiocolina yoduro (ATCIl) por accion de la enzima acetilcolinesterasa,
generando tiocolina como producto. La tiocolina reacciona con el reactivo 5,5'-
ditiobis (acido 2-nitrobenceno-sulfénico) (DTNB), también conocido como reactivo
de Ellman, produciendo un compuesto amarillo que absorbe a 412 nm. La
intensidad de la absorbancia es directamente proporcional a la actividad
enzimatica.

Cuando se afiade un inhibidor de la AChE (como los compuestos evaluados en
este estudio), la reaccidn se ve disminuida o suprimida, reflejandose en una menor
absorbancia. Esta disminucion permite calcular el porcentaje de inhibicién

enzimatica comparando con controles sin inhibidor.

Ensayo de toxicidad utilizando Artemia salina de los compuestos 1y 2
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Para llevar a cabo el ensayo de toxicidad, se incubaron huevos de Artemia salina
en una solucion salina (NaCl al 3%) durante 48 h, permitiendo la eclosion de los
nauplios. Una vez obtenidos, se prepararon soluciones stock de los compuestos 1
y 2 a diferentes concentraciones: 1, 10, 25, 50, 70, 85 y 100 ppm. Los nauplios
fueron distribuidos en placas multipocillo, colocando 10 organismos por pocillo en
triplicado para cada concentracion.

A cada pocillo se le afiadi6 la solucidon correspondiente del compuesto en
evaluaciéon. Se mantuvieron en exposicion durante 48 h a temperatura ambiente y
bajo condiciones constantes de iluminacion. Al finalizar el periodo, se
contabilizaron los nauplios vivos y muertos con ayuda de una lupa, permitiendo
determinar la toxicidad relativa de los compuestos y la concentracion letal media
(CLso).

Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa de los compuestos 1y 2

Se prepararon dos soluciones stock de los compuestos 1 y 2, con concentraciones
de 40 uM y 200 pM, disueltas en DMSO al 10%. A continuacion, se dispusieron los
pozos de una placa de ensayo de 96 pocillos con las soluciones de los
compuestos, junto con los controles positivos (AChE con Donepezilo, usado como
inhibidor de referencia a concentraciones de 1 uM y 5 pM) y negativos (AChE sin
inhibidor). Las muestras fueron agitadas suavemente durante 15 min para
favorecer la interaccion entre los compuestos y la enzima. Las concentraciones de
1 uM y 5 pM se seleccionaron porque representan el rango micromolar
comunmente empleado en ensayos enzimaticos in vitro para evaluar la potencia
inhibitoria inicial de nuevos compuestos, evitando la saturacion del sitio activo de
la enzima y posibles efectos inespecificos. Este rango permite determinar si los
compuestos poseen una afinidad inhibitoria real, comparable a los controles
positivos, y distinguir aquellos con potencial para considerarse moléculas hit o lead
en etapas tempranas de desarrollo farmacolégico.

Mientras se agitaban las muestras, se preparé0 la mezcla de reaccion en
condiciones adecuadas segun las instrucciones del kit. Finalmente, la placa fue
transferida al espectrofotdmetro y se afadié la mezcla reactiva a cada pozo. La

absorbancia fue registrada a 412 nm, a una temperatura constante de 27 °C,
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permitiendo evaluar la actividad enzimatica residual y calcular el porcentaje de
inhibicion inducido por los compuestos.

PARTE COMPUTACIONAL: Acoplamiento molecular de los compuestos

ly?2

Estudios de acoplamiento molecular de compuesto 1y 2
El acoplamiento molecular es una técnica ampliamente utilizada en estudios de
disefio racional de farmacos, especialmente cuando se dispone de la estructura
tridimensional del receptor, ya sea determinada por cristalografia de rayos X,
espectroscopia de RMN o modelado por homologia. Esta metodologia permite
predecir la estructura y la energia de unién aproximada de un complejo formado
entre dos o0 mas moléculas, dado un conjunto de coordenadas espaciales para los
atomos involucrados.
El objetivo del acoplamiento molecular es estimar la conformacion adoptada por
una molécula (ligando) al interactuar con un sitio especifico de una macromolécula
(receptor), asi como la orientacion o "binding pose"” que adopta dentro del sitio
activo o cavidad. La energia libre de union (AG\Delta GAG) estimada durante este
proceso considera diversos factores fisicoquimicos, como interacciones estéricas,
electrostaticas, rigidez conformacional del receptor, formacion de enlaces de
hidrogeno, interacciones hidrofébicas, efectos de desolvatacion y factores
entropicos (rotacionales y traslacionales).
El procedimiento de acoplamiento molecular consta, en términos generales, de
tres etapas principales:

1. Representacion espacial del sistema (grid): se construye una malla
tridimensional que almacena la contribucion energética del receptor en
diferentes regiones del espacio, facilitando la prediccion de la interaccidon
con el ligando.

2. Sampling: se realiza una busqueda exhaustiva del espacio conformacional
disponible para el ligando, permitiendo explorar diferentes orientaciones y

conformaciones posibles en el sitio de union.
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3. Scoring: se evalluan las posibles soluciones obtenidas en el paso anterior
mediante funciones de puntuacion, las cuales estiman la energia libre de
union del complejo. Cuanto menor sea el valor de esta energia, mayor sera
la afinidad del ligando por el receptor.

Para el presente estudio, se llevaron a cabo estudios de acoplamiento molecular
con los compuestos 1 y 2, con el fin de predecir su afinidad por los blancos
terapéuticos de interés. Las estructuras de los compuestos fueron construidas y
optimizadas energéticamente utilizando software de modelado molecular. Las
proteinas blanco se descargaron del Protein Data Bank (PDB) en formato .pdb,
seleccionando aquellas con buena resolucion estructural. Para la
acetilcolinesterasa humana (hAChE) se utilizé el complejo binario de la enzima
nativa con donepezilo (codigo 604W, resolucién: 2.35 A). Para el receptor 5-
HT1A, se empled el complejo proteico Gil del receptor de serotonina 1A unido a
vilazodona (cddigo 8FYL, resolucién: 2.94 A). Posteriormente, las proteinas fueron
preparadas eliminando moléculas de agua y ligandos co-cristalizados no
deseados, y se afiadieron los hidrégenos requeridos para mantener condiciones
fisiologicas.

Se definieron los sitios activos basandose en la posicion de ligandos co-
cristalizados o regiones funcionales previamente reportadas. El proceso de
acoplamiento fue ejecutado utilizando los programas AutoDock y MOE (Molecular
Operating Environment). AutoDock permitio realizar el acoplamiento automatizado
de estas moléculas con sus respectivos receptores, considerando interacciones
flexibles. Por su parte, MOE facilité tanto la preparacion y visualizacion de los
ligandos y proteinas, como el analisis detallado de los complejos proteina-ligando
generados, evaluando interacciones clave como enlaces de hidrégeno, contactos
hidrofébicos y apilamientos Tr-1r.

Finalmente, los resultados del acoplamiento permitieron estimar la energia de
unién de cada compuesto con los blancos seleccionados, asi como visualizar las
principales interacciones que podrian explicar su afinidad y posible actividad

bioldgica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades fisicoquimicas de los compuestos sintetizados 1y 2

Una vez sintetizados los compuestos 1 y 2, se evaluaron sus propiedades
fisicoquimicas con el fin de caracterizar los productos obtenidos y establecer
comparaciones relevantes. La Tabla 1 muestra los valores obtenidos para cada
compuesto.

El compuesto 1 se obtuvo como un sélido de apariencia amarillo claro, con un
rendimiento del 37.21%, un punto de fusion de 166 °C y un peso molecular de
320.44 g/mol. Su tiempo de reaccion fue de 8 h con 35 min, lo que indica una
reaccion relativamente mas rapida que la del segundo compuesto. Esta diferencia
podria deberse a una mayor accesibilidad estérica entre los grupos reactivos o a
una mejor solubilidad del sistema durante la reaccion.

En contraste, el compuesto 2 mostré un rendimiento mas alto del 56%, una
apariencia blanquecina, un punto de fusién significativamente mayor de 237 °C y
un peso molecular de 292.39 g/mol. Su tiempo de reaccion fue de 13 h con 40
min, lo cual indica una cinética mas lenta que podria atribuirse a la rigidez
estructural del grupo bencilo unido a la piperazina, que limita la flexibilidad y
dificulta la orientacion efectiva de los reactivos durante la reaccion.

Ademas, se observo que el compuesto 2 presentaba una solubilidad muy limitada
en la mayoria de los disolventes utilizados. Apenas se disolvia en acetato de etilo,
y su mejor solubilidad se obtuvo en cloroformo, lo que sugiere una naturaleza poco
polar o una fuerte tendencia a la agregacion debido a interacciones
intermoleculares robustas. Esta baja solubilidad también esta en concordancia con
su elevado punto de fusion, lo que indica un empaquetamiento molecular mas
ordenado y una estructura solida mas estable. Estas propiedades fisicoquimicas
refuerzan la hipotesis de que el compuesto posee una estructura rigida y

densamente empaguetada, con escasa movilidad conformacional.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos 1y 2

Compu | Estructura | Rendimient | P.f. | P.M Apariencia | Tiempo de
esto 0 (g/mol) | Fisica reaccion
(%) (h)
1 37.21 166 | 320.44 | Sélido 8:35
amarillo
2 56 237 | 292.39 13:40
| L3
-

PARTE QUIMICA:

Sintesis de los compuestos 1y 2:

Los compuestos sintetizados fueron obtenidos a partir de la reaccion entre 2-
clorometilbenzimidazol y diferentes derivados de piperazina, mediante un
mecanismo de sustitucion nucleofilica. En la reaccion 1 se utilizé como nucleofilo
2-((4-(2-

methylbenzyl)piperazin-1-yl)methyl)-1H-benzo[d]imidazole. Para la reaccion 2, el

la  1-2-metilbencilopiperazina, dando lugar al compuesto
nucleofilo empleado fue la 1-fenilpiperazina, obteniéndose el compuesto 2-((4-
phenylpiperazin-1-yl)methyl)-1H-benzo[d]imidazole.

Durante la primera sintesis, la reaccion procedié de forma relativamente limpia,

permitiendo la obtenciéon del producto tras un proceso de cromatografia en
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columna. Sin embargo, en la sintesis del segundo compuesto se presentaron
desafios significativos, principalmente por la presencia de subproductos y material
de partida sin reaccionar, lo cual dificult6 la purificacién del producto principal.
Ante estos inconvenientes, se decidid implementar una etapa de purificacion
previa del reactivo 2-clorometilbenzimidazol antes de su empleo en la reaccion.
Para ello, dicho intermediario fue sometido a cromatografia en columna utilizando
un sistema de elucion constituido por acetonitrilo/acetona 98:2. Esta etapa fue
fundamental para eliminar impurezas arrastradas desde su sintesis o almacenaje,
mejorando notablemente la calidad del producto final obtenido en la reaccion 2.

El desarrollo de ambas reacciones fue monitoreado mediante TLC, lo que permitio

confirmar la formacion de los productos y evaluar el avance de la conversion.

PARTE DE PURIFICACION

Purificacion de los compuestos 1y 2

La purificacion final de los compuestos sintetizados se llevdo a cabo mediante
cromatografia en columna y extraccion con disolventes para una eliminacion
cuidadosa de impurezas organicas. En particular, el compuesto 2 presenté una
solubilidad limitada en la mayoria de los disolventes evaluados, siendo el
cloroformo uno de los pocos en los que mostro una disolucion parcial, lo cual fue
aprovechado para su aislamiento. Este comportamiento puede estar relacionado
con su estructura mas rigida y la presencia de interacciones intermoleculares mas
fuertes que dificultan su disolucion.

En conjunto, estos resultados evidencian como la eleccién del nucledfilo y la
calidad de los reactivos influye directamente en la eficiencia de la sintesis y en la
complejidad del proceso de purificacion, siendo crucial implementar estrategias
previas de limpieza cuando se busca obtener productos con alta pureza

estructural.
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PARTE DE CARACTERIZACION

Caracterizacion estructural por Resonancia magnetica nuclear del
compuesto 1
El espectro de resonancia magnética nuclear de proton (*H-RMN) del compuesto 1
confirma la estructura propuesta al mostrar sefiales caracteristicas consistentes
con los nucleos de hidrégeno presentes en la molécula. A continuacion, se
detallan e interpretan los desplazamientos quimicos observados:
Se observa una sefial sencilla a 6=1.26 ppm, que se atribuye al grupo metilo
ubicado en la posicién 2 del anillo bencénico, el cual se encuentra ligeramente
apantallado debido a la influencia electrénica del sistema aromatico. Esta posicion
metilica es tipica en compuestos con sustituyentes en anillos aromaticos y
aparece en la region esperada para protones alifaticos cercanos a sistemas
conjugados.
Una sefial sencilla bien definida a 6=2.36 ppm corresponde a los protones
metilénicos H-8, H-9, H-10 y H-11, pertenecientes al anillo de piperazina, el cual,
al estar saturado y simétrico, da lugar a sefales simplificadas en el espectro. Otro
parametro del espectro que sustenta esta asignacion es la integracion, que
corresponde a 8 protones, exactamente el numero esperado para los cuatro
grupos metilénicos de la piperazina. Ademas, la sefial aparece como un singulete
con constante de acoplamiento J=0 Hz, lo cual refleja la ausencia de
acoplamientos vicinales resolubles y confirma que los protones se encuentran en
entornos magnéticamente equivalentes.
Otra sefial sencilla a 8=3.47 ppm se asigna al metileno H-7, que conecta el grupo
aromatico con la piperazina. Su desplazamiento mas desprotegido sugiere la
proximidad tanto de un sistema aromatico como de un grupo nitrogenado.
A 0=3.82 ppm aparece otra sefial sencilla, correspondiente al grupo metileno H-
12, el cual probablemente se encuentra adyacente al anillo benzimidazdlico,
experimentando desproteccién adicional por el efecto de deslocalizaciéon
electronica del heterociclo.
En el intervalo 8=7.14 — 7.26 ppm se presenta un conjunto de sefales dobles,

integrando el total esperado de protones aromaticos. Las sefiales especificas son:

34



0=7.14 ppm (H-4), 6=7.15 ppm (H-5', H-6"), 6=7.16 ppm (H-5), 6=7.22 ppm (H-3),
0=7.23 ppm (H-6) y 0=7.26 ppm (H-4', H-7'). Estos desplazamientos son
caracteristicos de protones en sistemas aromaticos bencénicos y heterociclicos, y
reflejan la simetria relativa y los efectos de acoplamiento débil entre ellos.
Finalmente, se identifica una sefal muy débil a 6=9.78 ppm, atribuida al protén H-
1' del grupo NH presente en el sistema benzimidazolico. La alta desproteccion de
este proton es consistente con su participacion en puentes de hidrogeno
intramoleculares o con la deslocalizacién electronica sobre el sistema
heterociclico.

Estos datos, en conjunto, confirman la presencia de los fragmentos estructurales
esperados en el compuesto 1: un ndcleo de piperazina, un sistema bencénico
sustituido y un anillo benzimidazolico. No obstante, la presencia de dos sefiales no
esperadas sugiere una leve presencia de impurezas, estas sefales posiblemente
se deban a impurezas residuales de la sintesis o a subproductos menores, lo cual
sera considerado en futuras etapas de purificacion. Aun asi, estas sefales son
menores en intensidad y no afectan la asignacion general de los protones del

producto principal (Figura 8).
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Fig. 8. Espectro de H-RMN del compuesto 1 adquirido en CDCI;. Espectro
completo con sus asignaciones correspondientes.

El espectro de resonancia magnética nuclear de carbono-13 (3C-RMN) del
compuesto 1 confirm6 la presencia de los grupos funcionales esperados,
coherentes con la estructura propuesta del derivado benzimidazélico con nudcleo
piperazinico.

Se observé una sefial a 8=19.36 ppm, correspondiente al carbono del grupo metilo
unido directamente al anillo bencénico C-13, en la posicién orto, valor tipico para
este tipo de sustituyentes aromaticos.

Dos sefales en 6=53.22 y 53.84 ppm fueron asignadas a los carbonos metilénicos
de la piperazina (C-8, C-9, C-10 y C-11). Las ligeras diferencias en sus
desplazamientos pueden atribuirse a entornos magnéticamente no equivalentes

generados por la proximidad a diferentes grupos vecinos. El carbono del metileno
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gue enlaza a la piperazina con el anillo bencénico C-7 aparece a 6=56.59 ppm,
mientras que el carbono metilénico que conecta la piperazina con el anillo
benzimidazdlico C-12 muestra una sefal a 8=60.92 ppm, ambos dentro del rango
esperado para carbonos alifaticos adyacentes a heteroatomos.
En la region aromatica, las sefiales observadas incluyen:
e 0=125.62 ppm, correspondientes a los carbonos simétricos C-4'y C-7' del
anillo benzimidazdlico.
e 0=127.26 ppm para los carbonos C-5'y C-6" del mismo sistema.
e 0=129.95y 130.44 ppm para C-5 y C-4 del anillo bencénico.
e 0=136.32 ppm para el carbono C-6 del anillo bencénico.
e 0=137.69 ppm para los carbonos fusionados del sistema benzimidazdlico
(C-3"y C-7".
« Yy finalmente, una sefal a 6=152.48 ppm correspondiente al carbono C-2’,
un carbono iminico del anillo benzimidazol.
Adicionalmente, se observd una senal débil en $=29.85 ppm, que no corresponde
a ninguno de los carbonos esperados en la estructura del compuesto objetivo
(Figura 9). Esta sefial podria atribuirse a una traza de impureza residual,
posiblemente derivada de un subproducto secundario de la reaccidbn o a
contaminantes organicos, como grasa (“grease”, CH,, 8=29.76 ppm) en CDCl;, el
disolvente utilizado para adquirir el espectro de ~13C (J. Org. Chem. 1997, 62,
7512-7515). Esta sefial no necesariamente refleja subproductos de la reaccion.
En conjunto, los datos del espectro de 133C-RMN son consistentes con la estructura
propuesta del compuesto 1 y apoyan su identidad como una molécula hibrida
entre fragmentos de benzimidazol y piperazina, esencial en el desarrollo de

potenciales inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa.
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Fig. 9. Espectro de *3C -RMN del compuesto 1 adquirido en CDCI; . Espectro
completo.

Identificacion por Espectrometria de masas del compuesto 1

Para confirmar la estructura molecular del compuesto 1, se realiz6 un analisis

mediante espectrometria de masas por tiempo de vuelo acoplada a una fuente de

ionizaciéon por electrospray en modo positivo (ESI*-TOF-MS). En el espectro de

masas se identific6 un pico en m/z 321.20889, con una intensidad relativa de

2.55 x 10°, que corresponde al ion cuasimolecular [M+H]* del compuesto 1, cuyo

peso molecular tedrico es 320.43496 g/mol. ElI error asociado a esta
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determinacion se calcula como aproximadamente 2416 ppm. Tras un analisis
detallado, se determiné que este pico no corresponde a un aducto, sino al ion
molecular esperado, lo que respalda la identidad de la molécula sintetizada,
aunque la alta desviacién sugiere que podrian influir factores instrumentales o de
preparacion de la muestra.

Ademas del pico principal, se observé un segundo pico menos intenso en m/z
322.20751, con una intensidad cercana a 5x10°, atribuible probablemente al
is6topo natural del 13C, el cual aparece como un pico satélite debido a la
presencia de un solo carbono 13 en la molécula (~1.1% por cada atomo de
carbono). La presencia de picos adicionales de muy baja intensidad que no
muestran valores de m/z asignados, probablemente corresponden a fragmentos
menores, ruido o trazas residuales, y no se consideran representativos del

compuesto mayoritario, (Figura 10).

Este resultado confirma que el compuesto 1 fue detectado de forma especifica,
con alta pureza y sin sefales significativas de impurezas cercanas, lo que se

refleja en la forma simétrica y bien definida del idbn molecular.
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Fig. 10. Espectro de masas en modo de ionizacion electrospray positivo (ESI™),
mostrando el ion cuasimolecular [M+H]" a m/z 321.20889, valor que concuerda
con la masa tedrica calculada de 320.43496 g/mol para el compuesto 1.
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Caracterizacion estructural por Resonancia magnetica nuclear del

compuesto 2
El espectro de resonancia magnética nuclear de protén del compuesto 2 confirma
la estructura propuesta al mostrar sefiales caracteristicas consistentes con los
ndcleos de hidrogeno presentes en la molécula. A continuacion, se detallan e
interpretan los desplazamientos quimicos observados:
Se observa una sefial sencilla a 6=4.22 ppm, correspondiente al proton del grupo
NH (H-1) del sistema benzimidazdlico. Este desplazamiento altamente
desprotegido es indicativo de una posible participacion en interacciones por
puente de hidrégeno o de la deslocalizacion electronica del sistema heterociclico.
Una sefial sencilla a 6=3.50 ppm se asigna al metileno H-11, que enlaza la
piperazina con el anillo benzimidazélico. Su posicion ligeramente desprotegida
sugiere la influencia electronica tanto del nitrogeno de la piperazina como del
sistema conjugado del anillo.
Se identifican también sefales correspondientes a los protones metilénicos del
anillo de piperazina. A 6=2.58 ppm se encuentran los protones H-8 y H-9, mientras
que a 06=2.74 ppm se ubican los protones H-7 y H-10. La diferencia en los
desplazamientos se debe a su entorno quimico ligeramente distinto, derivado de
su proximidad con diferentes grupos funcionales.
En la region aromatica se observan multiples sefales distribuidas de acuerdo con
la simetria del sistema bencénico y benzimidazdlico. Los protones H-2 y H-6 del
anillo bencilo aparecen como un doblete centrado en & = 6.99 ppm, debido a su
acoplamiento con los protones vecinos H-3 y H-5 en posicion orto. La constante de
acoplamiento determinada a partir del espectro de *H-RMN (300 MHz) es J=8.67
Hz, lo cual coincide con los valores reportados para acoplamientos orto en
sistemas aromaticos (6—9 Hz), confirmando la asignacién de estas sefales.
Mientras que H-4 muestra un desplazamiento a 6=6.85 ppm, apareciendo como
un triplete debido a su acoplamiento con los protones vecinos H-3 y H-5 en
posicion orto. La constante de acoplamiento determinada a partir del espectro de

IH-RMN (300 MHz) es J=7.2 Hz, valor que concuerda con los acoplamientos
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tipicos orto en sistemas aromaticos (6—9 Hz). Estas sefiales son caracteristicas de
un anillo aromatico con sustituyentes, en este caso un grupo bencilo unido
directamente a la piperazina. Adicionalmente, los protones del sistema
benzimidazdlico se reflejan en sefiales dobles en la region de 6=7.24 ppm H-5'y
H-6' y 6=7.59 ppm H-4'y H-7'. La multiplicidad de estas sefales corresponde a
dobletes de dobles (dd), con constantes de acoplamiento orto de
aproximadamente J=8.1 Hz y constantes de acoplamiento meta mas pequefas de
alrededor de J=2.0 Hz, lo cual es caracteristico de protones aromaticos en
posiciones orto y meta en sistemas benzimidazdlicos.

Estos datos en conjunto confirman la presencia de los fragmentos estructurales
propuestos para el compuesto 2: un nucleo de piperazina, un grupo bencilo unido
directamente a esta, y un sistema benzimidazolico (Figura 11). La distribucion de
sefales aromaticas bien definidas y la aparicion de sefales correspondientes a los

grupos metilénicos indican la estructura de un compuesto con buena pureza.

No obstante, al igual que en el compuesto 1, se observaron sefiales menores
adicionales en la region alifatica que no se asignan a los hidrégenos del
compuesto esperado. Estas sefiales podrian corresponder a impurezas residuales
0 subproductos de la reaccion, aunque su baja intensidad sugiere que no afectan

de manera significativa la interpretacion estructural general.
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Fig. 11. Espectro de *H-RMN del compuesto 2, adquirido en DMSO-dg, mostrando
el espectro completo con sus asignaciones correspondientes.

El espectro de resonancia magnética nuclear de carbono-13 del compuesto 2
confirmé la presencia de los grupos funcionales esperados, coherentes con la
estructura propuesta del derivado benzimidazoélico con nucleo piperazinico.

En la region alifatica, se observé una senal a 6=48.32 ppm, correspondiente a los
carbonos C-7 y C-10 de la piperazina, situados en las posiciones cercanas al
nitrégeno unido directamente al anillo bencénico. Una segunda senal, a 6=49.00
ppm, fue asignada a los carbonos C-8 y C-9 de la piperazina, ubicados en el lado
opuesto y préximos al nitrégeno enlazado al anillo benzimidazélico. El carbono
metilénico que enlaza la piperazina con el sistema benzimidazolico C-11 aparece
a 0=55.68 ppm, valor caracteristico de carbonos alifaticos adyacentes a
heteroatomos.

En la region aromatica, las sefiales observadas incluyen:
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e 0=115.86 ppm, correspondientes a los carbonos C-2 y C-6 del anillo
bencénico,

e 0=119.36 ppm para los carbonos C-3 y C-5 del anillo bencénico, ubicados
en posiciones meta respecto al nitrégeno.

e 0=122.09 ppm para los carbonos C-3" y C-7", que forman parte del sistema
fusionado del anillo benzimidazdlico.

e 0=129.35 ppm correspondiente al carbono C-2', situado en el anillo
benzimidazdlico y localizado entre los dos atomos de nitr6geno, enlazando
con la piperazina.

o Yy finalmente, una sefial a 6=151.27 ppm atribuida al carbono C-1 del anillo
bencénico, directamente conectado al nitrdgeno de la piperazina.

En conjunto, los desplazamientos quimicos obtenidos en el espectro de 13C-RMN
son consistentes con la estructura propuesta para el compuesto 2 y respaldan su
identidad como una molécula hibrida entre fragmentos de benzimidazol y
piperazina, reforzando su potencial como inhibidor multitarget en el marco de la
investigacion para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y

trastornos del estado de animo (Figura 12).
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Fig. 12. Espectro de 3C-RMN del compuesto 2, adquirido en DMSO-dg. Espectro
completo.

43



Identificacion por Espectrometria de masas del compuesto 2

Para confirmar la estructura molecular del compuesto 2, se realiz6 un analisis
mediante espectrometria de masas por tiempo de vuelo acoplada a una fuente de
ionizacion por electrospray en modo positivo (ESI*-TOF-MS). En el espectro de
masas se identificé un pico principal en m/z 293.17594, con una intensidad relativa
de aproximadamente 3.81x108, que corresponde al ion cuasimolecular [M+H]* del
compuesto 2, cuyo peso molecular tedrico es 292.384 g/mol. Este valor
experimental concuerda estrechamente con el peso molecular calculado, lo que
respalda la identidad de la molécula sintetizada.

Ademas del pico principal, se observé un segundo pico menos intenso en m/z
294.17903, con una intensidad menor, atribuible probablemente al is6topo natural
del carbono 13C, el cual aparece como un pico satélite debido a la presencia de un
solo carbono 13 en la molécula (~1.1% por cada atomo de carbono). También se
observaron picos adicionales en m/z 295.18384 y 296.14810, cuya baja intensidad
sugiere que corresponde a la firma isotOpica caracteristica de un compuesto
organico. Estos picos son esperables en espectrometria de masas de compuestos
organicos y no corresponden a especies diferentes, por lo que no se consideran

representativos del compuesto mayoritario (Figura 13).

Este resultado confirma que el compuesto 2 fue detectado de forma especifica,

con buena pureza y sin sefales significativas de impurezas cercanas.
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Fig. 10. A. Espectro de masas en modo de ionizacion electrospray positivo (ESI*),
mostrando el ion cuasimolecular [M+H]* a m/z 293.17594.

EVALUACION BIOLOGICA

Ensayo de toxicidad con Artemia salina de los compuestos 1y 2

El ensayo de toxicidad aguda utilizando nauplios de Artemia salina permiti
comparar el potencial toxico preliminar de los compuestos sintetizados 1 y 2,
mediante la determinacion de la concentracion letal media (CLso) vy la unidad de
toxicidad (UT), parametros empleados comunmente como indicadores bioquimicos
de seguridad en etapas tempranas de desarrollo farmacoldgico.

Compuesto 1

El compuesto 1 fue evaluado a concentraciones de 1, 10, 25, 50, 70, 85 y 100 pM.
No se observé mortalidad en concentraciones iguales o menores a 50 puM, y la
mortalidad a concentraciones mas altas fue baja: 6.66% a 70 uM, 3.33% a 85 uM
y 10% a 100 uM. El valor calculado de CLs, fue de 344296 uM y la UT

correspondiente fue de 0.0290, lo que segun la clasificacion de toxicidad (UT < 1)
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indica que este compuesto no presenta toxicidad aguda (non-toxic, NT) (Figura
14).

La baja toxicidad del compuesto 1 puede atribuirse a varias caracteristicas
fisicoquimicas. Su bajo peso molecular, la ausencia de grupos funcionales
electrofilicos reactivos y una posible menor lipofilia podrian limitar su capacidad de
atravesar membranas celulares, disminuyendo asi su interaccién con estructuras
biolégicas sensibles. Estudios recientes han demostrado que compuestos con bajo
coeficiente de particion logP tienden a mostrar menor acumulacion en organismos
acuaticos como Artemia salina, reduciendo su toxicidad aparente. Ademas, su
rigidez estructural y la presencia de grupos aromaticos menos polares pueden
contribuir a una distribucion desfavorable para efectos toxicos intracelulares.

Ensayo de toxicidad con el modelo de Artemia Salina del compuesto 1
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Fig. 11. Ensayo de toxicidad con el modelo de Artemia (compuesto 1).

Compuesto 2
En contraste, el compuesto 2 mostré un perfil toxicolégico notablemente mas

agresivo. No hubo mortalidad a 1 y 10 pM/L, pero a partir de 25 pM/L la mortalidad
fue del 13.33%, y aumento6 de forma abrupta a 70% a 50 pM/L, 93.33% a 70 puM/L,
y 100% a 85 y 100 uM/L. La CLs, obtenida fue de 29.9354 uM/L, con una UT de
3.3405, lo que lo clasifica como un compuesto con toxicidad aguda (acute toxicity,
AT) segun los criterios internacionales (1 < UT < 10) (Figura 15).

Esta elevada toxicidad podria explicarse por una mayor afinidad del compuesto 2

por las membranas lipidicas de los nauplios, facilitando su internalizacién y
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posterior acumulacion intracelular. La rigidez del enlace bencilo-piperazina, que se
comporta como una unidad estructural mas plana y menos flexible, podria
favorecer un empaquetamiento molecular mas ordenado y una mayor tendencia a
agregarse en membranas celulares, promoviendo efectos desestabilizantes.
Ademas, una posible mayor lipofilia (no cuantificada en este ensayo, pero inferida
por su menor solubilidad en solventes polares) sugeriria un coeficiente logP méas
alto, caracteristica asociada con mayor toxicidad en sistemas acuaticos.

Este contraste entre los compuestos 1y 2 subraya la importancia de considerar no
solo la estructura quimica, sino también las propiedades fisicoquimicas como
solubilidad, lipofilia y rigidez estructural en la prediccion de toxicidad. Si bien
ambos compuestos comparten un nudcleo estructural relacionado, pequefias
modificaciones pueden inducir diferencias significativas en la interaccion con
organismos Vivos.

Ensayo de toxicidad con el modelo de Artemia Salina del compuesto 2
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Fig. 12. Ensayo de toxicidad con el modelo de Artemia (compuesto 2).

Ensayo de inhibicién de acetilcolinesterasa de los compuestos 1y 2

Se evalué la capacidad inhibidora del compuesto 1 sobre la enzima AChE
utilizando dos concentraciones: 1 uM y 5 pM. Los porcentajes de inhibicion

obtenidos fueron de 2.72% y 3.86%, respectivamente. Como control positivo, se
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utiliz6 Donepezilo, que mostré una inhibicion del 46.99% bajo las mismas
condiciones experimentales (Figura 16).

El andlisis estadistico mediante ANOVA de una via, seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, revel6 que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones evaluadas del compuesto
1 (p > 0.05). Dicho andlisis se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism
(version 8.0.2, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Estos resultados indican que el compuesto 1 presenta una baja afinidad por el sitio
activo de la AChE, lo que sugiere una interaccién débil o inespecifica. A diferencia
del Donepezilo, que actia como inhibidor competitivo al establecer multiples
interacciones con los sitios cataliticos y aniénicos periféricos de la enzima, la
estructura del compuesto 1 no favorece tales interacciones.

La baja actividad inhibidora observada puede atribuirse a una geometria molecular
poco adecuada, falta de grupos funcionales relevantes para el reconocimiento
enzimatico o una orientacion desfavorable al interactuar con la enzima. Estudios
recientes han demostrado que modificaciones estructurales, como la incorporacion
de anillos heterociclicos o grupos funcionales adicionales, pueden mejorar

significativamente la actividad inhibidora de compuestos similares.
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Fig. 13. Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa (compuesto 1).

El compuesto 2 fue evaluado bajo las mismas condiciones experimentales. Los
porcentajes de inhibicion obtenidos fueron de 0.79% para 1 UM y 2.63% para 5
MM, mientras que el Donepezilo mantuvo una inhibicion del 46.99% (Figura 17).

Al igual que con el compuesto 1, el analisis estadistico no mostré diferencias
significativas entre las concentraciones evaluadas del compuesto 2 (p > 0.05).

La escasa inhibicion observada sugiere que el compuesto 2 también carece de
una interaccion efectiva con el sitio activo de la AChE. Es posible que la rigidez
estructural del grupo bencilico presente en el compuesto 2 limite su flexibilidad
conformacional, impidiendo una orientacién favorable dentro del sitio activo
enzimatico. Investigaciones recientes han destacado la importancia de la
flexibilidad molecular y la presencia de grupos funcionales especificos, como
grupos carbonilicos, aminas terciarias y anillos aromaticos con sustituyentes
donadores o aceptores de electrones, que facilitan la formacion de interacciones

clave (puentes de hidrégeno, interacciones 11-11 y catidon-11) dentro del sitio activo
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de la enzima. La ausencia o disposicion desfavorable de estos grupos en el

compuesto 2 podria explicar su baja actividad inhibitoria..
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Fig. 14. Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa (compuesto 2).

Comparacion y propuesta de modificacion estructural

Al comparar ambos compuestos, se observa que el compuesto 1 exhibe una
inhibicién ligeramente superior a la del compuesto 2 (Figura 18). Aunque ambos
muestran una actividad inhibidora baja en comparacion con el control positivo, el
compuesto 1 podria considerarse una base mas prometedora para futuras
modificaciones estructurales.

Para mejorar la actividad inhibidora del compuesto 1, se sugiere la incorporacion
de grupos funcionales adicionales que puedan interactuar eficazmente con los
sitios cataliticos y anionicos periféricos de la AChE. Por ejemplo, la adicion de
anillos heterociclicos o grupos metoxi en posiciones estratégicas podria aumentar

la afinidad del compuesto por la enzima. Estudios recientes han demostrado que
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tales modificaciones en la estructura del Donepezilo y compuestos relacionados
pueden mejorar significativamente su actividad inhibidora.

Ademas, la introduccion de fragmentos que permitan interacciones TT-TT con
residuos aromaticos en la cavidad activa de la enzima podria ser beneficiosa. La
flexibilidad molecular también es un factor crucial; por lo tanto, ajustar la longitud y
la conformacion de los enlaces entre los diferentes grupos funcionales podria
facilitar una mejor adaptacion al sitio activo de la AChE.

En resumen, aunque los compuestos 1 y 2 muestran una actividad inhibidora
limitada, el compuesto 1 ofrece una base estructural mas adecuada para futuras
modificaciones dirigidas a mejorar su eficacia como inhibidor de la

acetilcolinesterasa.
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Fig. 15. Comparacion del ensayo de inhibicidén de acetilcolinesterasa (compuesto
ly?2).

PARTE COMPUTACIONAL

Protocolo de acoplamiento molecular del compuesto 1y 2 sobre el receptor
AChE humana y 5HT1A

Para verificar la prediccion del modo de union de los nuevos ligandos con la
acetilcolinesterasa humana (AChE) y serotonina (5HT1A), se realiz6 la validacion

del acoplamiento molecular. En el caso de la AChE humana, se utilizd el complejo
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de la estructura cristalina con cédigo 604W, en la que el donepezilo se encuentra
co-cristalizado. El proceso consistié en reacoplar el ligando original (donepezilo)
en su receptor AChE humana y comparar su disposicién espacial con la de los
conférmeros, evaluando la similitud conformacional y la precision del acoplamiento
mediante el célculo del RMSD (Root Mean Square Deviation).

Para el receptor 5HT1A se empled el complejo de la estructura cristalina con
coédigo 8FYL en la que la vilazodona esta co-cristalizado. Se siguié el mismo
procedimiento para la validacion del acoplamiento molecular, como se muestra en
la (Figura 19 y 20). Las visualizaciones 3D se efectuaron en el programa PyMol

Molecular Visualization.

Los programas utilizados para este estudio fueron:

(1 MOE (Molecular Operating Environment): se empled para optimizar y
protonar las estructuras de los ligandos en condiciones fisiologicas.

(1 AutoDock Tools 1.5.6rc3: Se utilizo para preparar los archivos necesarios de
los receptores (formato pdbqt), asi como para definir el sitio activo mediante la
creacion del grid box. Para el acoplamiento molecular como tal, se estimo las
energias libres de union y genero los posibles modos de interaccion (binding
poses).

(1 PyMol Molecular Visualization: se utilizé6 para las visualizaciones
tridimensionales (3D) de los complejos ligando-receptor.

1 Discovery Studio Visualizer 4.0: se emple6 para representar graficamente las

interacciones moleculares en dos dimensiones (2D).

Las caracteristicas del grid box utilizadas para los estudios de acoplamiento
molecular fueron definidas a partir de los sitios activos de los receptores
seleccionados, considerando las coordenadas espaciales de los ligandos co-
cristalizados en las estructuras cristalinas respectivas.
Para la acetilcolinesterasa humana (AChE). El centro del grid se establecié en
las coordenadas x = 88.991, y = 85.361, z = -5.291, con un tamafio de 40 x 40 x

40 puntos y un espaciado de 0.375 A. Esta configuracion permitié cubrir
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completamente la cavidad catalitica y ofrecio la flexibilidad necesaria para explorar
adecuadamente las posibles conformaciones del ligando durante el proceso de
acoplamiento.

Por otro lado, para el receptor SHT1A, que presenta a la vilazodona como ligando
co-cristalizado. El centro del grid fue definido en las coordenadas x = 138.699, y =
139.517, z = 98.793, también con un tamafio de 40 x 40 x 40 puntos y un
espaciado de 0.375 A. Esta parametrizacion fue suficiente para abarcar
completamente la cavidad de unién del receptor serotoninérgico, asegurando un

analisis confiable de las posibles interacciones moleculares con los compuestos 1

y 2.

Fig. 16. Sobreposicion (overlay) del conformero del acoplamiento molecular del
ligando donepezilo (color rosa) en el sitio catalitico de AChE, con la referencia del
ligando co-cristalizado original (color azul)
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Fig. 17. Sobreposicion (overlay) del conférmero del acoplamiento molecular del
ligando vilazodona (color naranja) en el sitio catalitico de serotonina, con la
referencia del ligando co-cristalizado original (color azul).

Los resultados mostraron que los conférmeros obtenidos presentan una alta
similitud con la disposicion espacial del Donepezilo y vilazodona con su receptor
en ambos casos, teniendo para el receptor AChE un RMSD de 0.199 A y para el
5HT1A de 0.935 A. Dado que un RMSD menor a 2 A es considerado un indicador
confiable en la reproducibilidad de la pose, estos valores confirman la validez del
modelo de acoplamiento por separado respecto al ligando co-cristalizado. Con
base en esta validacion exitosa, se procedio a realizar el acoplamiento molecular
de los compuestos 1 y 2 con el receptor AChE y 5HT1A para analizar y

posteriormente evaluar su posible actividad bioldgica.

Un concepto clave es la eficiencia del ligando (LE) que es un parametro clave en
el disefio de farmacos, ya que permite evaluar la relacién entre la potencia de un
compuesto y su tamafio molecular. Se calcula dividiendo la energia libre de unién
(AG) entre el numero de atomos pesados (HA) del ligando (es decir, aquellos
distintos al hidrégeno), LE = AG / HA. Este valor ayuda a identificar compuestos
con alta afinidad y menor riesgo de efectos adversos asociados a la "obesidad
molecular". A través del acoplamiento molecular, se obtiene la energia libre de
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unién mide la estabilidad de la interaccion entre un ligando y su receptor donde un
valor mas negativo indica una unién mas fuerte y estable (AG<-9kcal/mol) y un
valor menos negativo o positivo sugiere una interaccion débil o inestable (>-
7kcal/mol), mientras que el nUmero de atomos pesados se determina a partir de la
estructura quimica del compuesto. Un LE>0.3 se considera un buen valor, ya que
indica que el ligando es eficiente en su union, un LE~0.4-0.5 se considera muy
bueno vy tipico en farmacos optimizados, un LE<0.3 indica que el ligando no es
muy eficiente en su interaccién. Asi un LE 6ptimo sugiere una buena interaccion
con el receptor sin un aumento excesivo en el tamafo del ligando, lo que facilita su

optimizacion en futuras modificaciones estructurales.

Acoplamiento molecular e interacciones moleculares del compuesto 1y 2

sobre el receptor AChE humana
El acoplamiento molecular del compuesto 1 sobre la acetilcolinesterasa humana
permitio obtener un Unico conférmero, el mas estable, la energia libre de union
(AG) = -10.25 kcal/mol, que refleja una buena afinidad del compuesto por el
receptor, aunque menor que la del donepezilo (-12.65 Kcal/mol). Ademas, la
eficiencia del ligando (LE) = 0.43, un valor ligeramente menor que el de donepezilo
(0.45), lo que indica que, aunque tiene buena afinidad, su optimizacién estructural
podria mejorarse para alcanzar una mayor eficiencia. La visualizacion del
conféormero mas estable se muestra en la (Figura 21), asi como su diagrama 2D
en la cavidad de AChE. La figura muestra un analisis de las interacciones
moleculares entre nuestro compuesto y la enzima acetilcolinesterasa (AChE),
destacando diversas fuerzas estabilizadoras en el sitio activo. Se identifican
interacciones 1-11 stacked con residuos aromaticos clave con Tyr337, Phe338,
Trp86 y doble interaccion de Tyr341con bencimidazol, similares a las que presenta
el donepezilo, lo que sugiere un anclaje estable mediante apilamiento aromatico.
Ademas, se observa un puente de hidrogeno con la molécula de agua HOH827, lo
gue podria contribuir a la fijacion del compuesto dentro de la cavidad enzimatica.
También se destaca dos interacciones 1r-catién con Trp86 y Tyr337, que podria

reforzar la union a través de fuerzas electrostaticas. Ademas, se observan puentes
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de hidrogeno donadores (1mr-donor hydrogen bond) con Phe295 y Phe338.
También se destaca una interaccion tr-alquilo de Val294 con bencimidazol que
puede favorecer la afinidad hidrofébica de la unién. Estas interacciones en
conjunto podrian influir en la eficacia del compuesto como inhibidor de AChE.
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Fig. 18. A. 3D del compuesto 1 en la cavidad catalitica de AChE (transparente). B.
2D del compuesto 1y sus interacciones polares.

El acoplamiento molecular del compuesto 2 sobre la acetilcolinesterasa humana
permitid obtener un Unico conférmero el mas estable, la energia libre de union
(AG) =-9.69 kcal/mol y la eficiencia del ligando (LE) = 0.44, un valor menor que el
de donepezilo, pero con un LE ligeramente mayor que el compuesto 1. La
visualizacion del conformero mas estable se muestra en la (Figura 22), asi como
su diagrama 2D en la cavidad de AChE. La figura muestra diversas interacciones
clave que tal vez contribuyen a su estabilizacion. Se observan interacciones -1
stacked entre el anillo bencimidazol y los residuos Trp86 y His447, mientras que el
anillo bencilo forma una interaccion similar con Tyr341, lo que sugiere un anclaje
aromatico relevante para la afinidad del compuesto. Ademas, se identifica una
interaccion 1r-sigma con el grupo piperazina, lo que podria reforzar la estabilidad
dentro del sitio activo. También se evidencia la presencia de un puente de

hidrogeno mediado por agua (HOH827), indicando un posible papel del entorno
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acuoso en la fijacién del ligando. Por otro lado, Tyr337 participa en dos
interacciones distintas: una interaccién 1r-alquilo con la piperazina y un enlace de
hidrégeno tipo carbono (carbon hydrogen bond), lo que podria contribuir a la
orientacion y estabilidad del compuesto en la cavidad enzimética. Estas
interacciones presentan similitudes y diferencias con las del Donepezilo, lo que

sugiere que la molécula 2 podria tener un perfil de union distinto.

Interactions
van der Waals Pi-Sigma
Water Hydrogen Bond Pi-Pi Stacked
Carbon Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Fig. 19. A. 3D del compuesto 2 en la cavidad catalitica de AChE (transparente). B.
2D del compuesto 2 y sus interacciones polares.

El compuesto 1 muestra la red de interacciones mas compleja y diversa, con un
alto numero de interacciones 1T-11 stacked y una fuerte estabilizacion electrostatica
con Tyr337 (m-catién). El compuesto 2, aunque también presenta multiples
interacciones aromaticas, destaca por su interaccion Tr-sigma con Tyr341 en la

piperazina, lo que podria influir en su orientacion dentro del sitio activo.

Acoplamiento molecular e interacciones moleculares del compuesto 1y 2
sobre el receptor 5SHT1A
El acoplamiento molecular del compuesto 1 sobre serotonina (5HT1A) permitio
obtener un unico conférmero, el mas estable, con una energia libre de uniéon AG=-
10.25 kcal/mol que refleja una buena afinidad del compuesto por el receptor,
aunque menor que la de la vilazodona (-11.94), y una eficiencia del ligando (LE)=

0.45, siendo este ultimo un valor mayor que el de la vilazodona (0.43), lo que
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sugiere una interaccion favorable con el receptor. La visualizacién del conférmero
mas estable se muestra en la (Figura 23), asi como su diagrama 2D en la cavidad
de 5HT1A. La figura revel6 diversas interacciones clave que podrian estabilizar el
complejo ligando-receptor. Se identificaron interacciones Tr-alquil, incluyendo una
doble interaccion con Ala93 en el anillo bencimidazol, asi como interacciones con
Val117 y Cys120 en el anillo bencilo. Ademas, se observd una interaccion -1
stacked doble con Trp387 en el anillo bencimidazol, lo que podria indicar una
contribucion significativa a la estabilidad del complejo. La Tyr390 mostré tres tipos
de interacciones: un enlace de hidrégeno convencional (conventional hydrogen
bond), una interaccion T-sigma y una interaccibn Van der Waals entre el
bencimidazol y la piperazina. Por dltimo, se identific6 una interaccion de puente
salino (salt bridge) entre Asp116 y un nitrogeno de la piperazina, lo que sugiere un
papel clave en la estabilizacion del ligando dentro del sitio de unidn del receptor.
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Fig. 20. A. 3D del compuesto 1 en la cavidad catalitica de 5SHT1A (transparente).
B. 2D del compuesto 1y sus interacciones polares.

El acoplamiento molecular del compuesto 2 sobre serotonina (5HT1A) permitio
obtener un unico conférmero, el mas estable, con una energia libre de uniéon AG=-
9.5 kcal/mol y una eficiencia del ligando (LE)= 0.43, siendo este ultimo un valor
igual que el de la vilazodona lo que sugiere una eficiencia de ligando equivalente,
sin embargo, su energia libre exhibe una menor afinidad de union. La visualizacion

del conférmero mas estable se muestra en la (Figura 24), asi como su diagrama
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2D en la cavidad de 5HT1A. Se observa interacciones 1-1m en forma de T con
Trp358 y Phe362 en el anillo bencilo, asi como con Trp387 en el anillo
bencimidazol. Ademas, se observaron interacciones Tr-alquilo: una doble con
Ala93 en el bencimidazol, y otras con Ala203 y Cys120 en el bencilo, ademas de
Phe361 en la piperazina. Por otro lado, el compuesto establecioé una interaccion de
puente de hidrégeno tipo 1r-donador con Tyr390 en el bencimidazol, y una
interaccion de puente de hidrogeno convencional con Aspll6, a través de un

nitrégeno del bencimidazol. Estas interacciones sugieren un anclaje del ligando en

la cavidad catalitica del receptor.
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Fig. 21. A. 3D del compuesto 2 en la cavidad catalitica de 5SHT1A (transparente).
B. 2D del compuesto 1y sus interacciones polares.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se logré la sintesis y caracterizacion de dos compuestos
quiméricos hibridos derivados de benzimidazol y piperazina, disefiados con base
en los farmacoforos estructurales de Vilazodona y Donepezilo, con el objetivo de
obtener prototipos farmacoldgicos inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) y serotonina, relevante en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y la depresibn como enfermedad
comoérbida.

La caracterizacion estructural de los compuestos mediante espectroscopia de
RMN de protén (*H) y carbono (33C) confirmé la presencia de los grupos
funcionales esperados y la correcta formacion de los enlaces C-C entre los
fragmentos moleculares. Se identificaron todos los protones aromaticos, alifaticos
y los grupos metilo y metileno, tanto por su niamero como por sus desplazamientos
guimicos, y se observaron sefales adicionales menores que pueden asociarse a
impurezas residuales, sin comprometer la asignacion estructural principal.

Los ensayos de inhibicion de AChE indicaron que el compuesto 1 presentd un
mayor efecto inhibitorio comparado con el compuesto 2., con porcentajes de
inhibicion de 2.71% y 3.86% a concentraciones de 1 uM y 5 uM, respectivamente,
mientras que el compuesto 2 mostré una inhibicion menor (0.78% y 2.63% a las
mismas concentraciones). En contraste, el control positivo (Donepezilo) alcanzé
un 46.99% de inhibicibn, como era esperado para un inhibidor clinicamente
aprobado. La eleccion de las concentraciones de 1 y 5 uM se baso en criterios
propios de los ensayos enzimaticos iniciales, donde se emplean concentraciones
micromolares bajas para determinar la potencia inhibitoria de nuevos compuestos
sin saturar la enzima. Estas concentraciones permiten identificar si las moléculas
poseen un efecto biolégico observable dentro del rango en el que tipicamente se
evallan compuestos candidatos (hits) en la etapa temprana del descubrimiento de
farmacos. De esta manera, es posible comparar la eficiencia relativa entre
compuestos y establecer cuales pueden avanzar hacia una posible optimizacion

como moléculas lider (leads). Aunque los compuestos mostraron baja inhibicién, el
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compuesto 1 fue consistentemente superior, de esta manera, el disefio estructural
presenta un punto de partida valioso para futuras modificaciones.

Estos resultados fueron congruentes con el analisis de acoplamiento molecular, el
cual indicé una interaccién favorable del compuesto 1 con residuos clave del sitio
activo de la AChE (como Trp84, Phe330 y His440), pero con una afinidad
significativamente menor que la del Donepezilo, posiblemente debido a la
ausencia de grupos funcionales adicionales que potencien la interaccion -1 0
enlaces de hidrégeno directos con el centro catalitico.

Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de toxicidad con Artemia salina para evaluar
la seguridad preliminar de los compuestos sintetizados. EI compuesto 1 mostré
baja toxicidad en concentraciones evaluadas, lo cual resulta favorable desde el
punto de vista farmacoldgico, ya que sugiere un margen de seguridad aceptable
para futuros estudios biolégicos.

En conjunto, se concluye que el compuesto 1 presenta un mejor perfil de inhibicion
enzimatica, mayor seguridad preliminar y un mejor acoplamiento molecular en
comparacion con el compuesto 2, por lo que estos resultados sugieren que el
compuesto 1 es el candidato mas prometedor para continuar con modificaciones
estructurales que mejoren su actividad inhibidora. Como propuesta, se recomienda
incorporar sustituyentes polares como grupos carbonilo, metoxi 0 amino en
posiciones clave del anillo bencénico o del ndcleo benzimidazolico. Estas
modificaciones podrian aumentar las interacciones no covalentes con el sitio
activo de la AChE y mejorar la orientacion del ligando en el complejo enzima-
ligando o favorecer la formacién de interacciones adicionales con residuos del sitio
activo y mejorar la orientacion del ligando en el centro catalitico.

Finalmente, este trabajo demuestra el valor del disefio racional de farmacos
guiméricos para generar nuevos compuestos con actividad biologica. A pesar de la
actividad moderada observada, el compuesto 1 representa una base estructural
atil para el desarrollo de derivados mas activos y seguros, con potencial

terapéutico en enfermedades neurolégicas y depresion.
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ANEXOS

Tabla 1. Condiciones de reaccién para la sintesis de los compuestos quiméricos

Reaccién 1

CH,Cl,

Reaccion 2

CH,Cl,
Acetona
Etanol
DMSO
CH3CN

40

40
50
70
80-90
70

TEA

TEA
TEAKI
TEAKI
TEA
TEA, Kl

Reactivo 1 1-2-metilbenzilpiperazina

0.2g 4:30h-8.35h v

Reactivo 1 1-fenilpiperazina

0. 29 21h %

0.29 46.34h %
0.29 126.84h 3
0.29 80.5h 2
0.29 84h v
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N /ﬁ 1. CHZC|2v40C. 4.30h, 0.2¢g N
2. CH,CI, 38C, 8.35h, 0.5g, TE
NH | S K/ N

1-2-methylbenzyl piperazine . . X
4-(2-methylbenzyl)piperazin-1-ide

N SN?
@f Q + — @E'g_/
2-chloromethyl benzimidazole

4-(2-methylbenzyl)piperazin-1-ide N
2—((4—(2—methylben7l;l| )piperazin-1-yl)methyl)-1 H-benzo[d]imidazole

Diagrama 1. Representacion esquematica detallada de la reaccion de sintesis
empleada para la obtencién del compuesto quimérico 1 derivado de benzimidazol

y piperazina.
/© 1. CH,Cl,, 40C, 11.30h, 0.2g /©
(\ N (\ N

HN\) I — T> N'\)

4-phenylpiperazin-1-ide

1-phenyl piperazine

g o (-
[ = @[NWN_)

4-phenylpiperazin-1-ide 2-chloromethyl benzimidazole

2-((4-phenylpiperazin-1-yl)methyl)-1H-benzo[d]imidazole

Diagrama 2. Representacion esquematica detallada de la reaccion de sintesis
empleada para la obtencidén del compuesto quimérico 2 derivado de benzimidazol
y piperazina.
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