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Resumen  

 

La acetilcolinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) es una enzima muy importante en 

la sinapsis colinérgica y su principal función es terminar el impulso nervioso al 

hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina (ACh) en colina y acetato en la hendidura 

sináptica y con ello modular la neurotransmisión. Por lo que las investigaciones que 

involucren la inhibición de esta enzima tienen un gran interés en el área de la 

biomedicina, al desarrollar medicamentos para el tratamiento de patologías donde 

la concentración del neurotransmisor esta disminuido. En la agroquímica, la 

inhibición de la AChE tiene particular interés con el desarrollo de compuestos 

utilizados en el control de plagas de cultivo. 

En la presente investigación “Estudio sobre la actividad inhibitoria de 

novedosos compuestos derivados de oxazolonas sobre la acetilcolinesterasa 

humana” se utilizaron ocho compuestos derivados de oxazolonas y tres 

intermediarios sintéticos, donde se evaluó la capacidad de estos compuestos para 

inhibir a la AChE humana utilizando el método espectrofotométrico de Ellman. Se 

llevó a cabo una prueba de cribado para conocer la capacidad inhibidora de los 

compuestos sobre la enzima, se determinó la potencia de los compuestos que 

inhibieron por arriba del 50% a la enzima en la prueba de cribado al obtener la CI50, 

se determinó la constante de inhibición (Ki) y se conoció el modo de inhibición de 

cada compuesto. Por último, se realizó un análisis de acoplamiento molecular del 

compuesto del que se obtuvieron los mejores resultados en las determinaciones 

antes explicadas. Obteniendo como resultados, siete compuestos que inhiben a la 

enzima por arriba del 50% de manera reversible, cinco compuestos se 
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caracterizaron como inhibidores competitivos, uno como no competitivo y uno como 

acompetitivo. De los siete compuestos sobresale el compuesto E16 como la 

ozaxolona que inhibe a la enzima en mayor porcentaje, con una Ki de 2.08 ± 0.36 

µM y una CI50 de 9.2 ± 2.3 µM. El análisis de acoplamiento molecular reflejo que el 

compuesto E16 se une a la enzima en el sitio activo y presenta una interacción π-π 

entre uno de los anillos aromáticos del compuesto y el Trp86 del sibsitio aniónico 

(SA). Con base en los resultados, el compuesto E16 puede ser una opción para ser 

utilizado como fármaco anticolinesterasa o como insecticida. 
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Las enzimas son moléculas especializadas que se encargan de catalizar las 

reacciones necesarias para la existencia de los sistemas biológicos (Voet, Voet, & 

Pratt, 2016) y se destruyen por calor húmedo a 100 °C (Alef & Nannipieri, 1995). 

Para que el organismo mantenga su homeostasis debe existir un equilibrio dinámico 

o de regulación enzimática adecuado entre estas moléculas y sus sustratos 

(Quintero Lizaola et al., 2003). Esta reacción se lleva a cabo en un lugar específico 

de la enzima, llamado sitio catalítico y el método sencillo y más utilizado para evaluar 

la velocidad de las reacciones catalizadas por las enzimas (cinética enzimática) es 

el método de Michaelis–Menten, el cual es útil no solo para medir la velocidad de la 

reacción sino también nos permite conocer la afinidad de la enzima por un sustrato 

y la afinidad de una molécula inhibidora por la enzima, así mismo es de utilidad para 

determinar el modo de inhibición. Al hablar de inhibición enzimática nos referimos a 

las moléculas que interaccionan con la enzima impidiendo que ésta realice la 

reacción con un sustrato. De tal manera, que los inhibidores enzimáticos tienen su 

aplicación al ser utilizados como fármacos para tratar algunos padecimientos, por 

ejemplo, la enfermedad de Alzheimer (EA), un trastorno neurodegenerativo que se 

caracteriza principalmente  por un declive de las funciones cognitivas y pérdida de 

memoria como consecuencia de una disminución en la cantidad de neuronas 

productoras del neurotransmisor acetilcolina (ACh) y por lo tanto, una disminución 

en la concentración del neurotransmisor, el cual es rápidamente hidrolizado por la 

enzima acetilcolinesterasa (AChE) (Rodríguez et al., 2017). Por otra parte, la 

inhibición enzimática también ha  encontrado aplicación en el campo de la 

agroquímica al utilizar compuestos que inhiben la AChE en contra de las plagas de 

cultivo por lo que su aplicación directa es en el uso de insecticidas o pesticidas. 
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La Acetilcolinesterasa (EC 3.1.1.7), es una enzima serina hidrolasa presente 

en las sinapsis del sistema nervioso colinérgico de los vertebrados y artrópodos, 

incluyendo a los insectos y termina la transmisión sináptica colinérgica por hidrólisis 

del neurotransmisor acetilcolina (Quinn, 1987; Taylor et al., 1995). La inhibición 

irreversible de AChE es el mecanismo principal de acción de muchos ésteres 

organofosforados (OF), incluidos pesticidas y agentes nerviosos altamente tóxicos. 

Estos compuestos ejercen toxicidad aguda a través de la fosforilación del oxígeno 

de la serina del sitio activo AChE (López-Durán et al., 2018). Por lo tanto, la hidrólisis 

deteriorada de la acetilcolina conduce a la acumulación del neurotransmisor en los 

receptores muscarínicos y nicotínicos. La siguiente sobreestimulación de los 

receptores colinérgicos periféricos y centrales causa la interrupción de las funciones 

vitales del cuerpo, paro respiratorio y finalmente la muerte (Grob & Harvey, 1953; 

Holmstedt, 1959). En cambio, los inhibidores reversibles son compuestos que evitan 

la hidrolisis de la ACh por un lapso de tiempo, por lo que el efecto será revertido 

espontáneamente. En este grupo de compuestos se encuentran los insecticidas de 

carbamato, que provocan efectos que pueden ser reestablecidos aproximadamente 

a las 24 o 48 hrs de la exposición, por lo que presentan una toxicidad menor 

respecto a los OF (Marrero, Gonzalez, Guevara, & Eblen, 2017).También, en este 

grupo de inhibidores se encuentran los compuestos utilizados con fines 

terapéuticos, como es el caso de los fármacos empleados en el tratamiento de EA 

(Rodríguez et al., 2017). 

La mayoría de los compuestos heterocíclicos de cinco y seis miembros que 

contienen nitrógeno, azufre y oxígeno tienen una enorme importancia en el campo 
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de la química médica (Aaglawe, Dhule, Banhekar, Wakte, & Shinde, 2003). Las 

oxazolonas son compuestos heterocíclicos de cinco miembros que contienen 

nitrógeno y oxígeno como heteroátomos. Las posiciones C-2 y C-4 de la oxazolona 

son responsables de sus actividades biológicas tan diversas. Las oxazolonas 

desempeñan un papel importante en la síntesis de una variedad de moléculas 

orgánicas, incluidos aminoácidos (Lamb & Robson, 1931),  aminoalcoholes, tiamina 

(Ismail, 1991)  y péptidos (Madje, Ubale, Bharad, & Shingare, 2010). Ciertas 

oxazolonas naturales y sintéticas también poseen actividades biológicas 

importantes, como antiinflamatorios (Gökşen et al., 2007), antimicrobianos (Argade, 

Kalrale, & Gill, 2008; Tandon, Coffen, Gallant, Keith, & Ashwell, 2004), 

anticancerígenos (Jat, Mishra, & Pathak, 2012), anti-VIH (Witvrouw, Pannecouque, 

De Clercq, Fernández-Alvarez, & Marco, 1999), antiangiogénicos (Perron-Sierra, 

Pierré, Burbridge, & Guilbaud, 2002), anticonvulsivos (Fareed et al., 2013),  

antitumorales, inmunomoduladores, sedantes (Khan et al., 2006; Mesaik et al., 

2004), fungicidas y herbicidas (Abdel-aty, 2009), antidiabéticos (Mariappan, Saha, 

Datta, Kumar, & Haldar, 2011) y cardioprotectores (Print et al., 2014). Por esta 

razón, los derivados de oxazolona desempeñan un papel vital en la fabricación de 

diversos medicamentos de interés terapéutico, importantes para la industria médica 

(Conway, Devine, & Paradisi, 2009; Taile, Hatzade, Gaidhane, & Ingle, 2009). En 

investigaciones previas se destaca que la síntesis de derivados de oxazolona se 

lograron por condensación de aldehídos con N-benzoil / N-acetilglicina en presencia 

de reactivos y catalizadores diversos como ZnO/Ac2O (M.A. Pasha, Jayashankara, 

Venugopala, & Rao, 2007), KF / NaOAc (Bautista et al., 2002), TsCl/DMF 

(Moghanian, Shabanian, & Jafari, 2012), Al2O3-H3BO3 (Kashyap, Chetry, & Das, 



  

5 
 

1998), Nano- MgO (Sadeq, Chandrappa, & Mohamed, 2013), sales de Bi (III) 

(Khodaei, Khosropour, & Jomor, 2003), ZnCl2 (Rao & Venkataraman, 1994)y Pb 

(OAc)2 (Cavelier & Verducci, 1995). O bien, mediante reacciones de ácido hipúrico 

con aldehídos en presencia de 2-cloro-4,6,dimetoxi,1.3.5 triazina/N-metilmorfolina a 

75°C (Siddaiah, Basha, Sudhakar, Srinuvasarao, & Kumar, 2013). 

En esta investigación se evaluó la actividad inhibitoria que tienen los 

compuestos derivados de oxazolonas sobre la enzima acetilcolinesterasa humana 

(AChE). Actualmente los fármacos anticolinesterasa que son utilizados como 

tratamiento para la enfermedad de Alzheimer carecen de efectividad, ya que no 

curan la enfermedad y provocan efectos secundarios que repercuten en la salud ya 

comprometida del paciente, entre estos efectos se puede mencionar la 

hepatotoxicidad producida por tacrina (Fuentes & Slachevsky, 2005). Por otra parte, 

los compuestos usados como pesticidas en contra de las plagas de cultivo, son 

altamente tóxicos para el ser humano por lo que su uso está regulado a nivel 

mundial (Ferrer, 2003; OMS, 2018; Schaaf, 2013). 

Existen varias investigaciones en las cuales se afirma que los compuestos 

derivados de oxazolonas producen un efecto inhibitorio sobre la AChE, por lo que 

este tipo de compuestos podrían ser una alternativa como tratamiento en 

enfermedades neurodegenerativas o bien se podrían usar como pesticidas. 
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1.1 Antecedentes 

Una disminución en la concentración de acetilcolina puede causar 

desórdenes importantes en el sistema nervioso, provocando enfermedades 

neurodegenerativas como lo es la enfermedad de Alzheimer. (Cavas, Topcam, 

Gundogdu-Hizliates, & Ergun, 2017). Por otra parte, un aumento en su actividad 

conlleva a la estimulación continua de los receptores nicotínicos o muscarínicos, 

provocando una excitación continua en la placa neuromuscular, efecto indeseado 

que puede llevar al deceso del organismo que lo padezca (Estrada, Berrouet, & 

Giraldo, 2016). Por lo tanto, realizar estudios que involucren la inhibición de la 

enzima AChE es de suma importancia en el ámbito biomédico y en el de la 

agroquímica. 

Actualmente, los inhibidores de la AChE se pueden encontrar como fármacos 

auxiliares en el tratamiento del Alzheimer, aunque ayudan a controlar la enfermedad 

se ha visto que no son del todo efectivos ya que no curan el padecimiento, además 

de provocar efectos adversos severos, como el daño hepático y de origen 

gastrointestinal (Fuentes & Slachevsky, 2005) . Otro uso de los inhibidores de la 

AChE es como pesticidas contra las plagas de cultivo, en este caso, los compuestos 

que actualmente son usados con este fin, han demostrado ser muy dañinos para 

las personas que los manipulan, por lo que existe la necesidad de encontrar otras 

alternativas (Bernardino, Torres, Sanchez, & Reyes, 2019; Serrano-Medina et al., 

2019). 

Una alternativa pueden ser los compuestos derivados de oxazolonas. Existen 

estudios diversos que fundamentan que los compuestos derivados de oxazolonas 
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tienen actividad inhibitoria sobre la AChE (Cavas et al., 2017; Zhang et al., 2014). 

Estos son compuestos heterocíclicos que tienen como heteroátomos a un nitrógeno 

y a un oxígeno en su estructura (Figura 1.1). 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Estructura de la oxazolonas. 

Su estructura la podemos encontrar en fármacos diversos tales como, 

antimicrobianos, sedantes, antidiabéticos, antivíricos, anti-HIV, antimicóticos, 

anticancerígenos, fungicidas, herbicidas, antiinflamatorios y anticonvulsivos (Bala, 

Saini, Kamboj, & Saini, 2012; Sharada, Aparna, Saba, Sunitha, & Viveka, 2014).  

Recientemente, Cavas et al. (2017) sintetizaron un grupo de tres oxazolonas 

portadoras de carbazol, las cuales fueron caracterizadas con ensayos in vitro 

usando el método de Ellman modificado para trabajar con un lector de micro-placas 

(Ellman, Courtney, Andres, & Featherstone, 1961). La actividad de la enzima AChE 

de anguila eléctrica fue medida bajo concentraciones diferentes de sustrato, en este 

caso utilizaron acetiltiocolina (ATCh) en concentraciones de 0.2 a 1.2 mM, las 

temperaturas de reacción oscilaron entre 25°C a 80°C y el pH del medio ensayado 

fue de 6.0 a 9.0 en presencia y ausencia del inhibidor. Logrando determinar la 
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concentración optima de sustrato, que en este caso fue de 1.0 mM. Por otra parte, 

el pH y temperatura óptimos fueron 8.5 y 25°C respectivamente. Caracterizaron a 

dos compuestos como inhibidores reversibles mixtos y uno como inhibidor 

acompetitivo. También desarrollaron una red neuronal artificial, en la cual 

observaron coeficientes de correlación altos, entre los resultados experimentales y 

los proporcionados por la red neuronal artificial, por lo que, constataron que la 

técnica implementada permite predecir la inhibición enzimática. Con base en sus 

resultados, sugirieren que se realicen más estudios que incluyan ensayos in vitro, 

donde se evalúen estos compuestos como inhibidores de la AChE, ya que hasta 

antes de esta publicación, no existe ningún estudio científico en donde se evalúen 

estos compuestos como inhibidores enzimáticos ya que solamente se habían 

estudiado sus propiedades ópticas, por lo que se puede decir que esta investigación 

es el primer estudio donde se evalúan este tipo de compuestos como inhibidores de 

la AChE. Por otra parte también sugirieron que se realicen estudio in vivo, una vez 

que se realicen las pruebas de toxicidad pertinentes (Cavas et al., 2017). 

 Por otra parte, Zang et al. (2014), Sintetizaron y evaluaron una clase 

novedosa de compuestos derivados de oxazolonas N amino sustituidas y, afirmaron 

con base en sus resultados, que estos compuestos actúan sobre los receptores 

nicotínicos de la acetilcolina, por lo que indicaron que los compuestos estudiados 

son agonistas potentes de tales receptores, razón por la cual proponen usarlos como 

insecticidas en contra de las plagas de cultivo. La actividad insecticida se evaluó 

rociando plantas de follaje con los compuestos y, se determinó que la mortalidad de 

los insectos ocurrió en promedio de 6 días de tratamiento, demostrándose que son 
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efectivos en contra de pulgones, mosca blanca y especies de saltamontes, así 

mismo se determinó la concentración letal media (CL50) en partes por millón (ppm) 

de cada compuesto ensayado y para cada organismo no deseado. Los valores de 

CL50 que se obtuvieron oscilaron entre 0.5 a 250 ppm. La efectividad de los 

compuestos fue evaluada en conjunto con un potente insecticida de referencia, el 

imidacloprid, un compuesto que pertenece al grupo de los neocotinicoides. 

Posteriormente, para determinar la acción funcional sobre los nAChR de los 

insectos, se utilizó un cultivo celular de neuronas de embriones de cucaracha 

americana, el cual fue cargado con una sonda sensible al calcio; obteniendo como 

resultado una movilización de este ion conforme se adiciona el compuesto, 

indicando agonismo de los receptores nicotínicos. Se determinaron valores de la 

concentración media efectiva (CE50) para el mejor compuesto ensayado, la cual fue 

de 3.4 µM, comparado con 0.9 y 0.4 µM para la nicotina y el imidacloprid 

respectivamente. Se concluyó que los compuestos derivados de oxazolonas N-

sustituidas actúan sobre los receptores nicotínicos de la acetilcolina y sugirieron que 

sean utilizados como insecticidas; además que se realicen más estudios a fondo.  

En un estudio de tesis reciente se evalúo el efecto de un compuesto derivado 

de oxazolonas sobre el sistema nervioso de ratones con déficit de memoria inducida 

por escopolamina (Cota, 2018) se determinó que la dosis mínima efectiva del 

compuesto evaluado para generar una mejora cognitiva comparada con la que se 

obtuvo con el uso de un fármaco anticolinesterásico de referencia como lo es la 

tacrina, fue de 50 µg/kg. También se realizó un experimento en el que se utilizó un 

compuesto antagonista selectivo de los receptores α7-nAChRs de la acetilcolina 
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para bloquear la respuesta colinérgica, la cual se revirtió con la administración del 

compuesto derivado de oxazolonas evaluado en este estudio, por lo que se 

determinó que el compuesto de prueba ejerce efecto sobre el sistema nervioso 

colinérgico al revertir el bloqueo de tales receptores. Por lo anterior se concluyó, 

que el compuesto estudiado puede ser un fármaco inhibidor reversible de la 

acetilcolinesterasa pero que también puede comportarse como agonista de los 

receptores nicotínicos de la acetilcolina, por lo que podría ser usado como 

insecticida y sugiere se realicen más estudios.  
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1.2 Justificación 

Actualmente, se han aprobado medicamentos del grupo de inhibidores de las 

colinesterasas para el tratamiento de la enfermedad de alzheimer (EA), como la 

rivastigmina, el donepezil y la galantamina y, el antagonista del receptor de N-metil-

D-aspartato (NMDA), memantina. Sin embargo, este tipo de tratamiento no es 

totalmente efectivo, debido a que pueden producir hepatotoxicidad, acciones sobre 

la placa neuromuscular, calambres e incontinencia urinaria, entre otras 

manifestaciones indeseadas. Por lo tanto, la búsqueda de medicamentos nuevos, 

implica posibilidades terapéuticas diferentes. Por otra parte, los compuestos OF y 

los carbamatos son útiles como pesticidas, pero su toxicidad representa un 

problema de salud pública a nivel mundial, por lo que se requiere encontrar 

compuestos nuevos que sean efectivos, sin presentar un riesgo para la salud de las 

personas que los manipulan, por lo que los compuestos derivados de oxazolonas, 

podrían ser una opción farmacológica, así como su uso insecticida. 
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1.3 Hipótesis 

Los compuestos derivados de oxazolonas producirán un efecto 

farmacológico inhibitorio sobre la enzima acetilcolinesterasa humana en estudios in 

vitro. 
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1.4 Objetivos 

 

1.4.1 Objetivo General  

El objetivo general de este estudio es evaluar el efecto farmacológico 

inhibitorio de compuestos derivados de oxazolonas sobre la actividad enzimática de 

la acetilcolinesterasa humana, utilizando técnicas espectrofotométricas.  

 

1.4.2 Objetivos Específicos 

1. Realizar una prueba de cribado para determinar el grado de inhibición que 

producen 8 compuestos derivados de oxazolonas y 3 intermediarios 

sintéticos sobre la enzima AChE. 

2. Determinar la potencia de los compuestos con fracción de inhibición mayor 

sobre la AChE mediante la dosis inhibitoria media (CI50). 

3.  Determinar la constante de inhibición (Ki) y el tipo de inhibición mediante la 

ecuación de Michaelis-Menten para conocer la afinidad de los compuestos 

por la enzima AChE. 

4. Determinar la capacidad de los compuestos para unirse con la enzima 

mediante el estudio de acoplamiento molecular de los compuestos sobre la 

estructura de la AChE-donepezilo. 
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CAPĺTULO II. TEORÍA GENERAL 
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2.1 Enzimas  

Las enzimas son moléculas que, por excelencia, catalizan las reacciones 

necesarias para la existencia de los sistemas biológicos (Voet et al., 2016). Estas 

moléculas son de gran interés y desde que se descubrieron, se han convertido en 

un punto clave en las investigaciones del área médica. Las enzimas son proteínas, 

que tienen función catalítica, este término se refiere a que tienen la capacidad de 

degradar, conservar y transformar sustratos específicos (Mckee & Mckee, 2009; 

Nelson & Cox, 2015). Muchas enzimas poseen moléculas adicionales no proteicas 

o iones metálicos, que participan y extienden la capacidad catalítica de la enzima, 

a estas moléculas se les conoce como grupos prostéticos, cofactores y coenzimas 

(Figura 2.1) (Murray et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1.Estructura de las enzimas (Murray et al., 2013). 
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Las enzimas tienen varias propiedades que las distinguen, (Mckee & Mckee, 

2009; Nelson & Cox, 2015; Stryer, Berg, & Tymoczko, 2015; Voet et al., 2016) entre 

las más importantes se encuentran las siguientes: 

1. Velocidad de reacción muy elevada. Las reacciones catalizadas por las 

enzimas tienen una velocidad mucho mayor que las reacciones sin 

catálisis. 

2. Condiciones de reacción más suaves. La catálisis enzimática requiere de 

ciertas condiciones para producirse, como lo es: temperatura inferior a los 

100 °C, presión atmosférica y pH casi neutro. Difiriendo así la catálisis 

química. 

3. Especificidad. Las enzimas reaccionan y actúan sobre un sustrato 

específico, o un grupo de ellos, donde la distribución de carga del sustrato 

permite la entrada e interacción con el sitio activo de la enzima. 

4. Capacidad de regulación. Gracias a su estructura y tamaño, las enzimas 

pueden autorregularse en respuesta a las concentraciones de sus 

sustratos.  

Las reacciones catalizadas por las enzimas son llevadas a cabo en un lugar 

específico de la molécula llamado centro activo (Stryer et al., 2015) o sitio de unión 

(Voet et al., 2016). El centro activo es el microambiente en forma de hoyo en donde 

la enzima interacciona con el sustrato, para formar el complejo Enzima-Sustrato 

(ES). Consiste en un hueco en la superficie de la enzima que es complementario a 

la forma del sustrato, en donde los residuos de aminoácidos que forman el sitio 

activo, se encuentran ordenados de manera específica para atraer al sustrato, de 
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tal manera, que cualquier molécula diferente al sustrato, tanto en forma, como en 

conformación de grupos funcionales, no podrá unirse a la enzima. (Figura 2.2).Dicha 

unión entre el sustrato y la enzima se da por interacciones reversibles como, enlaces 

electrostáticos, puentes de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals e interacciones 

hidrofóbicas y también lo hará por enlaces covalentes produciendo interacciones 

irreversibles (Stryer et al., 2015; Voet et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2. Complejo enzima-sustrato. La unión entre el sustrato y la enzima tienen 
complementariedad geométrica (Voet et al., 2016). 

 

 

2.2 Clasificación 

Las enzimas se clasifican de acuerdo a un sistema internacional, creado por 

la Enzyme Commission (EC) de la IUBMB (International Union of Biochemistry and 

Molecular Biology) para evitar imprecisiones y ambigüedades (Feduchi, Romero, 

Yáñez, Blasco, & García-Hoz, 2015; International Union of Biochemistry and 
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Molecular Biology, 2021). De acuerdo a este sistema las enzimas se clasifican 

según el tipo de reacción que cataliza en 6 clases y subclases como se puede 

apreciar en la Tabla 2.1. En esta clasificación, se asignan dos nombres a cada 

enzima (el nombre aceptado o recomendado y el nombre sistemático) y un número 

de clasificación formado por cuatro números y las letras EC, que provienen del 

inglés Enzyme Commission. Por ejemplo, la para la enzima EC 3.1.1.7, su nombre 

sistemático es acetilcolina acetil hidrolasa y el nombre aceptado o recomendado es 

acetilcolinesterasa.   

 

Tabla 2.1. Clasificación y subclasificación de las enzimas (Feduchi et al., 2015). 

 

 

2.3 Cinética Enzimática 

La cinética enzimática es el estudio de la catálisis enzimática, el cual 

proporciona información sobre las velocidades de la reacción, permitiendo hacer un 

seguimiento de las reacciones enzimáticas para medir la afinidad de las enzimas 

Clase Subclase 

1. Oxidorreductasas Deshidrogenasas, oxidasas, reductasas, 
peroxidasas,catalasas,oxigenasas,hidroxilasas. 

2. Transferasas Transaldolasas y transcetolasas, 
fosforiltransferasas, quinasas, fosfomutasas. 

3. Hidrolasas Esterasas, glucosidasas, peptidasas, 
fosfatasas,tiolasas, fosfolipasas,amidasas, 
desaminasas,ribonucleasas. 

4. Liasas Descarboxilasas, aldolasas, hidratasas, 
deshidratasas, sintasas, liasas. 

5. Isomerasas Racemasas, epimerasas, isomerasas, mutasas. 

6. Ligasas Sintetasas, carboxilasas. 
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por los sustratos e inhibidores, además ofrece información importante sobre los 

mecanismos de reacción. La cinética enzimática también es útil para describir cómo 

se regulan las rutas metabólicas en los sistemas biológicos. Al medir la velocidad 

de la reacción bioquímica, se obtiene el cambio en la concentración de un reactante 

o de un producto por unidad de tiempo, esto quiere decir que la velocidad de la 

reacción es proporcional a la frecuencia con la que las moléculas reaccionan para 

formar el producto. Para esto, se deben tener en cuenta ciertas condiciones como 

son el pH del medio en que se está llevando la reacción, la temperatura y la fuerza 

iónica entre la enzima y el sustrato, así como el orden de reacción. Este puede ser 

de primero, segundo y de orden cero (Mckee & Mckee, 2009). 

 

2.4 Modelo de Michaelis-Menten  

El modelo de Michaelis–Menten es un método sencillo y el más utilizado para 

evaluar la velocidad de una reacción catalizada por enzimas, consiste en cuantificar 

el incremento del producto de la reacción en función del tiempo a concentraciones 

diferentes del sustrato (Stryer et al., 2015). La ecuación de Michaelis-Menten ha 

sido usada por más de 100 años para evaluar la cinética enzimática (Cornish-

Bowden, 2015) y en la actualidad investigaciones diversas confirman que la 

ecuación de Michaelis-Menten sigue siendo un modelo excelente que permite 

describir la actividad catalítica de las enzimas (Xue, Liu, & Ou-Yang, 2006). 

Cuando el sustrato (S) se une al sitio activo de la enzima (E) se forma un 

complejo intermediario (ES), durante el estado de transición, el sustrato se convierte 
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en producto el cual después de un breve periodo de tiempo se disocia de la enzima. 

Lo anterior se representa con la fórmula siguiente: 

 

 

 

Donde: 

 k1: constante de velocidad de la formación de ES. 

K-1: constante de velocidad de la disociación de ES. 

k2: constante de velocidad de la formación y liberación del producto del sitio activo.                                

Según el modelo de Michaelis-Menten, k-1 es despreciable en comparación 

con k1 y, la velocidad de formación de ES, es igual a la velocidad de su degradación 

durante el mayor tiempo de la reacción (Mckee & Mckee, 2009; Stryer et al., 2015). 

Leonor Michaelis y Maud Menten introdujeron una constante nueva, que hoy en día 

se conoce como la constante de Michaelis (km), cuyo valor corresponde a la afinidad 

de la enzima por un sustrato. De este modelo se obtiene la ecuación siguiente: 

 

 

 

Donde Vmax es la velocidad máxima que puede alcanzar la reacción. Km es la 

concentración de sustrato a la que se obtiene una velocidad igual a la Vmax /2 y, 
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refleja la afinidad de la enzima por el sustrato, cuando menor sea el valor de Km 

mayor será la afinidad de la enzima por la formación del complejo ES (Mckee & 

Mckee, 2009) y [S] es la concentración del sustrato. La actividad enzimática se mide 

en unidades internacionales (UI). Una UI se define como la cantidad de enzima que 

produce 1 µmol de producto por minuto (Mckee & Mckee, 2009; Stryer et al., 2015), 

o también se puede definir como la cantidad de enzima capaz de transformar 1.0 

µmol de sustrato por minuto a 25 °C. (Feduchi et al., 2015) Este modelo también se 

puede representar gráficamente (Figura 2.3). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3. Diagrama de Michaelis- Menten. 

 

2.5 Inhibidores enzimáticos 

Un inhibidor enzimático es una sustancia, molécula o ion que se une a la 

enzima disminuyendo su actividad. Esta inhibición es la manera biológica de 

controlar los mecanismos enzimáticos, siendo este mecanismo de inhibición muy 

importante para regular las vías metabólicas (Stryer et al., 2015). Estas moléculas 
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que reducen la actividad enzimática, se encuentran como fármacos, conservadores 

alimenticios e inclusive venenos, por ejemplo el uso de agentes nerviosos con fines 

bélicos (Cavalcante et al., 2020). El estudio de la inhibición enzimática es de gran 

utilidad, ya que permitirá describir el mecanismo de reacción catalizada por las 

enzimas, pero resulta muy importante para la búsqueda y fabricación de fármacos 

(Feduchi et al., 2015). Los inhibidores de las enzimas pueden ser reversibles o 

irreversibles.  

 

2.5.1 Inhibidor reversible  

Un inhibidor reversible es aquella molécula que se une a la enzima mediante 

interacciones no covalentes de forma reversible, entonces, el complejo enzima-

inhibidor (EI) se disocia rápida y fácilmente (Feduchi et al., 2015; Stryer et al., 2015). 

La inhibición reversible se origina cuando el efecto ocasionado por el compuesto 

inhibidor puede ser contrarrestado al aumentar la concentración del sustrato, o bien 

cuando se elimina la molécula inhibitoria, siempre y cuando la enzima no sufra 

ningún cambio (Mckee & Mckee, 2009). Dentro de la inhibición reversible, 

encontraremos tres tipos diferentes de inhibición: 
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a) Inhibición competitiva, se observa cuando el inhibidor se une a la enzima 

en el mismo sitio que el sustrato, en otras palabras compite con el sustrato 

para unirse con la enzima en el sitio activo (Stryer et al., 2015) por lo tanto, 

en la inhibición competitiva no se formará el complejo enzima-sustrato (ES) 

y tampoco se formará el producto (Figura 2.4). En este caso, se formará el 

complejo enzima-inhibidor (EI), el cual se disocia con facilidad dejando a la 

enzima libre nuevamente para unirse al sustrato. Este tipo de inhibición se 

puede superar al aumentar la concentración del sustrato, de tal manera que 

la Vmax no cambia, pero km sí aumenta (Mckee & Mckee, 2009). El inhibidor 

suele ser una molécula de estructura diferente pero semejante al sustrato 

(Feduchi et al., 2015).  

  

 

                                                                                                                                                                                             

a)                                             b) 

 
 
Figura 2.4. Representación esquemática de Inhibición competitiva. a) Ecuación que 
representa la inhibición competitiva en presencia y ausencia de inhibidor (Feduchi et al., 
2015). b) Gráfica de Lineawever-Burk, para ejemplificar el tipo de inhibición competitiva. Al 
graficar 1/V frente 1/ [S] en presencia de varias concentraciones del inhibidor, no se modifica 
el intercepto en el eje vertical, como consecuencia la Vmax no se modifica. En cambio, el 
intercepto en el eje horizontal si se modifica, observando que Km aumenta.  (Mckee & 
Mckee, 2009). 
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b) Inhibición no competitiva.  En este tipo de inhibición enzimática, el inhibidor 

se une a la molécula de la enzima en un sitio alostérico, diferente al sitio 

activo, y al unirse, cambiará la conformación de la enzima impidiendo que el 

sustrato se una a la enzima y por lo tanto no se formará producto. El inhibidor 

se unirá con la enzima en sitios diferentes favoreciendo la formación de los 

complejos EI y ESI con la generación de producto insignificante, este tipo de 

inhibición es a menudo una inhibición mixta porque afecta la unión del 

sustrato a la enzima, así como la formación de producto, en este caso Vmax 

disminuye y Km permanece sin cambios (Figura 2.5) (Murray et al., 2013; 

Nelson & Cox, 2015). 

                                                                 

  a)                                                                            b)                                                        

Figura 2.5. Representación esquemática de Inhibición no competitiva. a) Ecuación que 
representa la inhibición no competitiva en presencia y ausencia de inhibidor (Feduchi et al., 
2015). b) Gráfica de Lineawever-Burk, para representar el tipo de inhibición no competitiva 
pura. Al graficar 1/v frente 1/ [S] en presencia de varias concentraciones del inhibidor, las 
líneas interceptan el mismo ´punto en el eje horizontal, por lo que Km no cambia. Por el 
contrario Vmax, si se modifica (Mckee & Mckee, 2009). 
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c) Inhibición acompetitiva o incompetitiva. Es aquella inhibición enzimática 

en la que el inhibidor solo se une al complejo enzima-sustrato, interfiriendo 

con la formación de producto (Figura 2.6). Este tipo de inhibición no puede 

superarse al aumentar la concentración del sustrato, por lo que el valor de 

Vmax y Km disminuyen (Stryer et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

a)                                                     b)                                                                                            

Figura 2.6. Representación esquemática de Inhibición acompetitiva. a) Ecuación que 

representa la inhibición acompetitiva en presencia y ausencia de inhibidor (Feduchi et al., 
2015). b) Gráfica de Lineawever-Burk, para representar el tipo de inhibición acompetitiva. 
Al graficar 1/v frente 1/ [S] en presencia de varias concentraciones del inhibidor, se observa 
que las líneas se desplazan hacia arriba y hacia la izquierda, indicando decremento de Km 
y Vmax (Mckee & Mckee, 2009). 
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d) Inhibidor mixto. Este tipo de inhibidores enzimáticos pueden unirse tanto a 

la enzima libre como al complejo enzima–sustrato y, hacen referencia a la 

combinación de dos tipos de inhibidores, inhibidores competitivos y los 

inhibidores no competitivos. Se caracterizan porque alteran los valores de 

Vmax y de Km. En este caso de la inhibición no competitiva mixta, el valor de 

la Vmax disminuye y Km incrementa (Voet et al., 2016)(Figura 2.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a)                                               b)                                                                                             

 
Figura 2.7. Representación esquemática de la inhibición del tipo no competitiva mixta. a) 
Ecuación que representa la inhibición no competitiva mixta en presencia y ausencia de 
inhibidor b) Gráfica de Lineawever-Burk, para ejemplificar el tipo de inhibición no 
competitiva mixta (Mckee & Mckee, 2009). Al graficar 1/V frente 1/ [S] en presencia y 
ausencia de inhibidor, las líneas se interceptan en algún lugar del segundo cuadrante, pero 
cercano a la línea horizontal. Nótese en la línea con inhibidor, el valor de Vmax disminuye y  
Km aumenta 
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2.5.2 Inhibidor irreversible 

Los inhibidores irreversibles son moléculas que se unen a la enzima mediante 

enlaces covalentes y no tienen el comportamiento cinético de Michaelis-Menten 

(Feduchi et al., 2015). Este tipo de moléculas son útiles para explicar los grupos 

funcionales del centro activo de la enzima, los cuales se pueden identificar después 

que son modificados por el inhibidor (Stryer et al., 2015). Los inhibidores 

irreversibles se dividen en tres categorías:  

a) Inhibidores irreversibles reactivos específicos de grupo. Son aquellas 

moléculas que reaccionan con las cadenas laterales de los aminoácidos en 

el centro activo, modificando la estructura de la enzima. 

b) Inhibidores irreversibles análogos del sustrato (marcados por afinidad). Son 

moléculas muy parecidas al sustrato y se unen por enlaces covalentes a los 

residuos de aminoácidos en el centro activo de la enzima.  

c) Inhibidores irreversibles suicidas. Son sustratos modificados, que se unen a 

la enzima covalentemente y la inactivan de manera permanente. 
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2.6 Acetilcolina y sistema nervioso autónomo 

El sistema nervioso autónomo (SNA), también conocido como sistema 

nervioso visceral, vegetativo o involuntario, se distribuye por todo el cuerpo y las 

funciones que regula son aquellas que se efectúan sin que se tenga control sobre 

ellas, está constituido por estructuras diversas como los nervios, ganglios y plexos, 

que se distribuyen por todo el cuerpo, incluyendo corazón, vasos sanguíneos, 

vísceras, músculo liso y glándulas. La transmisión del impulso proveniente del SNA 

hacia los tejidos que inerva, se da en los ganglios nerviosos, a través de la vía 

parasimpática. Estos ganglios son estructuras complejas donde se lleva a cabo la 

sinapsis entre las neuronas. Esta sinapsis es posible gracias a la participación de 

los neurotransmisores, en este caso,  la acetilcolina (ACh) (Brunton, 2018) (Figura 

2.8). 

 

 

Acetilcolina 

Figura 2.8. Estructura química de la Acetilcolina (ACh). Un éter de ácido acético y colina 

(Flores & Segura, 2005).  

 

Un neurotransmisor es una sustancia química secretada por las neuronas, 

cuya función es transmitir información entre las neuronas o, entre neuronas y células 

efectoras. En los humanos, los neurotransmisores son de vital importancia para el 

mantenimiento de las funciones cognitivas, el tono muscular y en la regulación de 

la función cardiaca; también son los responsables de la regulación del sueño, la 
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memoria, la conciencia, el aprendizaje, los estados de ánimo, y el apetito (Ashmawy 

et al., 2019). La ACh es sintetizada en las neuronas a partir de colina y acetil –CoA 

mediante la enzima acetiltransferasa y, se encuentra tanto en el sistema nervioso 

central como en el periférico (Figura 2.9) (Brunton, 2018). Todas las regiones de la 

corteza cerebral, están inervadas por acetilcolina, por lo que la función cortical está 

determinada en gran medida por la sinapsis colinérgica. La transmisión de señales 

se da a través de dos grupos de receptores: los receptores muscarínicos (mAChR) 

y los receptores nicotínicos (nAChR).  

 

Figura 2.9. Distribución de las vías colinérgicas en el cerebro. Las neuronas colinérgicas 

centrales se localizan en el núcleo basal de Meynert y los núcleos septales. Las neuronas 

del núcleo basal proyectan axones colinérgicos hacia la corteza cerebral y las neuronas 

colinérgicas septales lo hacen al hipocampo. Estas proyecciones colinérgicas participan en 

la activación cortical y la memoria, sobre todo la consolidación de la memoria a corto plazo 

(Felten & Shetty, 2010). 
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2.7  Receptores de la acetilcolina 

Los receptores de la acetilcolina son macromoléculas de naturaleza 

proteínica que se encuentran en las membranas de las células nerviosas 

postsinápticas. Estos receptores reconocen a la ACh cuando es liberada al espacio 

sináptico y por acción de esta, modifican la conformación de la membrana, 

provocando cambios en ella, haciéndola más permeable a los iones, principalmente 

al sodio y al potasio, alterando el potencial en la membrana postsináptica y teniendo 

como resultado que la neurona postsináptica participe en la transmisión de 

impulsos. Se reconocen dos tipos de receptores colinérgicos, los receptores 

nicotínicos o ionotrópicos (LGICs: Ligand-gated ion channels) y los receptores 

muscarínicos, acoplados a proteínas G (GPCRs) llamados metabotrópicos (Chen, 

Cheuk, Shin, & Kwong, 2019; Flores & Segura, 2005; Sanabria, Alvarado, & Monge, 

2017). 

 

2.7.1 Receptores nicotínicos  

 

Los receptores nicotínicos de la ACh (nAChR)  son una clase importante de 

receptores excitadores en el sistema nervioso central de los artrópodos y deben su 

nombre al agonista natural de la ACh  (Le Mauff et al., 2020; Pohanka, 2012). Los 

nAChR  son proteínas transmembranales inotrópicas catiónicas, compuestos de 5 

subunidades dispuestas alrededor de un poro central, formando un canal catiónico 

que permite la difusión de los iones Ca+2, Na+2 y K+ a través de la membrana, 

provocando su despolarización y participan en varios procesos biológicos (Flores & 

Segura, 2005; Miller & Kamens, 2020). Los nAChR están ampliamente distribuidos 
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por todo el sistema nervioso central (SNC) donde modulan la liberación de 

neurotransmisores en las neuronas  presinápticas y en el sistema nervioso periférico 

(SNP) ubicándose en la membrana postsináptica donde median respuestas 

excitatorias en la sinapsis neuronal rápida (Egleton, Brown, & Dasgupta, 2008). Este 

tipo de receptores son pentámeros conformados por subunidades distintas (α1 -α10, 

β1 – β4, γ, δ y ε) y la conformación más frecuente es la formada por subunidades α 

idénticas, una β, una γ y una δ organizadas en secuencia formando un poro central 

(Figura 2.10).  

Figura 2.10. Conformación de los nAChR. A) Conformación de membrana de una 
subunidad neuronal nAChR. B) Cinco subunidades se ensamblan para formar una 
subunidad funcional. C) Los receptores homoméricos constan de subunidades α solamente. 
D) Los nAChR de alta afinidad son heteroméricos y consisten en una combinación de 
subunidades α y β. (Corradi & Bouzat, 2016). 
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En el sistema nervioso el receptor nicotínico α7 (α7nAChR) desempeña 

funciones criticas así como en la vía inflamatoria colinérgica, se ensambla como un 

homopentámero y es altamente permeable al calcio (Noviello et al., 2021) Se ha 

observado que en el envejecimiento normal y en algunas enfermedades 

neurodegenerativas la densidad y número de estos receptores disminuye en la 

corteza y en el hipocampo, explicando así el déficit en la capacidad de unión a 

acetilcolina (Chen et al., 2019; Sanabria et al., 2017). Por lo que existe interés 

importante en el estudio de estos receptores para tratar trastornos del sistema 

nervioso central como lo son la esquizofrenia, la depresión, el trastorno por déficit 

de atención con hiperactividad, la adicción al tabaco y la EA (Taly, Corringer, 

Guedin, Lestage, & Changeux, 2009). La distribución cerebral de estos receptores 

es homogénea y forman parte de diferentes vías sinápticas, como se muestra en la 

figura 2.11. 
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Figura 2.11. Distribución de los receptores nicotínicos en el cerebro. ((Gotti, Zoli, & 
Clementi, 2006). Imagen modificada). 

 

 

2.7.2 Receptores muscarínicos 

 

Los receptores muscarínicos (mAChR)  son receptores acoplados a proteínas 

G (GCPRs). De manera general, las proteínas G son trímeros heterogéneos 

formados por subunidades α, β y γ, aunque también hay proteínas G monoméricas. 

Los GCPRs son glicoproteínas que integran la membrana plasmática con 7 

segmentos helicoidales constituidos aproximadamente por 24 aminoácidos que 

atraviesan la membrana (Figura 2.12). 
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Figura 2.12. Estructura del mAChR. Representación de los siete segmentos 
transmembrana (TM1 – TM7), bucles extracelulares e intracelulares (¡1, ¡2 y ¡3), los cuales 
son importantes porque facilitan el reconocimiento con la proteína G.  

 

 La activación de los GCPRs provoca cambios en la concentración de 

metabolitos en el interior de la célula, lo que provoca efectos de respuesta lenta, 

pero más duradera, debido a la vida media del metabolito intermediario producido, 

por lo que a los mAChR también se les conoce como receptores metabotrópicos 

(Sanabria et al., 2017). De tal manera que las respuestas intracelulares dependen 

de la proteína G a la cual se acoplan los mAChR, provocando respuestas rápidas o 

lentas con activación o inhibición de vías de mensaje diversas. Se conocen 5 

subtipos de mAChR (M1-M5) que activan vías múltiples de señalización y tienen 

una función fisiológica muy importante en la conservación de las funciones 

cognitivas, en la regulación de la contracción muscular y en la frecuencia cardiaca. 

En ciertas patologías como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de 

Parkinson, se ha observado que existe una pérdida de la expresión de los 

receptores M2 en la corteza cerebral (Chen et al., 2019). 
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Los receptores muscarínicos de ACh se encuentran distribuidos ampliamente 

en el cerebro. En la Tabla 2.2 se menciona la distribución de estos receptores en el 

organismo. 

Tabla 2.2 Distribución de los receptores de tipo muscarínico. ( (Flores & Segura, 2005). 

                    .    

 

2.8 Acetilcolinesterasa  

La Acetilcolinesterasa (AChE, E.C. 3.1.1.7) es una enzima serina hidrolasa, 

según su clasificación, que cataliza la hidrólisis del neurotransmisor acetilcolina.  El 

sitio activo de la AChE es un desfiladero de 20 Å  de profundidad, en el cual se 

identifican dos sitios de unión del ligando, uno es el sitio catalítico activo (CAS), 

ubicado en la parte inferior del desfiladero y el segundo es el sitio aniónico periférico 

(PAS), el cual se ubica en la entrada del desfiladero y por encima del sitio catalítico 

activo con los residuos de aminoácidos Trp 286, Tyr 124, 72 y 341. El sitio catalítico 

se divide en dos subunidades; el sitio esterásico con la triada catalítica (compuesta 
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por unidades de Ser203, His447 y Glu334) y el subsitio aniónico de unión a colina 

con el Trp86, Tyr337 y Phe338  (numeración de AChE humana). También posee un 

bolcillo de unión a acilo en donde destacan los residuos de aminoácidos Trp 236 y 

las Phe 295 y 297, y el orificio oxianiónico formado por  residuos de Gly121, Gly122 

y Ala204 que interactúan con el oxígeno carbonílico de la ACh (Maraković, 

Knežević, Vinković, Kovarik, & Šinko, 2016; Rosenberry et al., 2017; Saini & Saxena, 

2018). Durante el ataque enzimático de la ACh se forma un éster, un intermediario 

entre la enzima y el sustrato (acetil-enzima) y la liberación de colina. Al hidrolizarse 

el intermediario acetil-enzima se obtiene la formación de acetato y enzima activa. 

La hidrólisis rápida de ACh por la AChE hace de esta última, una de las enzimas 

más eficientes, ya que una molécula de AChE puede hidrolizar 6x105 moléculas de 

ACh por minuto (Brunton, 2018) (Figuras 2.13 y 2.14). 
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Figura 2.13.  Esquema de la AChE. a) se ilustra la garganta, el sitio activo con la triada 
catalítica formada por His-Ser- Glu en un ambiente hidrofóbico. El PAS se observa cerca 
de la entrada de la garganta. b) En la parte inferior se esquematiza la hidrólisis de la 
acetilcolina. Imagen tomada y modificada por Loïc Revueltas, 2010. Imagen (Soreq & 
Seidman, 2001). 
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Figura 2.14. Esquema tridimensional de la AChE  humana con una molécula de sustrato, 

la cual se representa en forma de bola y palo. El bolcillo de union a acilo se observa de 
color magenta. Los residuos de aminoacidos de la triada catalitica (Ser 203, His447, 
Glu334) se representan en barras y los del orificio oxianinionico en lineas, ambos de color 
azul.Los residuos de los aminoacidos aromáticos claves del bolcillo de unión a colina se 
muestran de color amarillo. Los residuos del PAS se muestran en color verde. Las 
moléculas de agua se observan como esferas de color rojo y la densa red de enlaces de 
hidrógeno esta representada por lineas punteadas(Rosenberry et al., 2017). 

 

 La función principal de la AChE es la hidrólisis rápida del neurotransmisor 

acetilcolina de los receptores nicotínicos en la sinapsis colinérgica (López-Durán et 

al., 2018; Pouramiri et al., 2017). Para que la acetilcolina pueda realizar su función 

en la transmisión de impulsos nerviosos debe ser retirada inmediatamente de la 

placa neuromuscular para evitar la activación de receptores adyacentes, esto es 

posible gracias a la acetilcolinesterasa (AChE) (Brunton, 2018).   
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2.9 Inhibidores de la acetilcolinesterasa 

La inhibición de AChE, ya sea reversible o irreversible, impide que la enzima 

destruya a la acetilcolina liberada en la hendidura sináptica de las células nerviosas, 

teniendo como consecuencia un aumento en la concentración y duración del 

neurotransmisor, lo que se traduce en una mejora cognitiva en pacientes con 

deterioro neurológico. (Brunton, 2018). Esto se logra con el uso de compuestos 

inhibidores de la acetilcolinesterasa también llamados compuestos colinesterásicos 

o compuestos anticolinesterasa, estos compuestos pueden tener un impacto 

positivo si se usan para tratar desordenes neurodegenerativos, por ejemplo, en el 

tratamiento de EA (Saini & Saxena, 2018; Z. Wang et al., 2016). También tienen 

efectos negativos cuando son utilizados como armas biológicas (Cavalcante et al., 

2020) o  como pesticidas altamente tóxicos (Ferrer, 2003; Kushwaha, Verma, & 

Chatterjee, 2016). A continuación, se describirá brevemente la clasificación de estos 

inhibidores.  

 

2.9.1 Inhibidores reversibles 

En esta clasificación de inhibidores se encuentran aquellos compuestos que 

se unen a la enzima por un tiempo corto, para después disociarse de ella y, por lo 

tanto, el efecto producido por la inhibición de la acetilcolinesterasa tendrá una 

duración determinada. Entre los inhibidores reversibles de la AChE de mayor uso 

encontramos: 
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2.9.1.1 Inhibidores reversibles no covalentes 

Este tipo de inhibidores interaccionan con la enzima en un lugar cercano al 

centro catalítico, compitiendo con la acetilcolina e impidiendo la degradación de esta 

y, tiene como resultado un aumento en la concentración del neurotransmisor en la 

hendidura sináptica, produciendo una duración prolongada de su efecto. El uso 

terapéutico de estos inhibidores es en el tratamiento de la enfermedad de EA y en 

el diagnóstico de la miastenia gravis. En cuanto a su toxicidad, provocan daño 

hepático. (Brunton, 2018).  Por otra parte, también provocan efectos secundarios 

indeseables como son los calambres, vómitos, diarrea, anorexia y pérdida de peso 

(López, 2015). Como ejemplos de estos inhibidores podemos mencionar diferentes 

fármacos: el propidio, el edrofonio, la tacrina, el donepezilo, la galantamina y la 

fasciculina. 

 

2.9.1.2 Inhibidores reversibles del carbamato 

Este tipo de fármacos inhibidores, al igual que el grupo anterior, tienen como 

objetivo, impedir que la AChE hidrolice a la ACh, para mantener la concentración 

elevada del neurotransmisor. Algunos de los usos terapéuticos de estos inhibidores 

son en el tratamiento de la miastenia gravis, la EA y el íleo paralítico. En cuanto a 

los efectos secundarios que pueden provocar, se encuentran las náuseas, vómito, 

dolor estomacal, vértigo y broncoconstricción (Brunton, 2018). En esta categoría de 

inhibidores se encuentran la figostigmina, la neostigmina, la piridostigmina, la 

rivastigmina y el ambenonio. 
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2.9.1.3 Insecticidas de carbamato 

Los insecticidas del carbamato son compuestos derivados del ácido 

carbámico. Están catalogados como menos dañinos y menos tóxicos que los 

compuestos organofosforados por lo que son utilizados en jardinería; sin embargo, 

se ha demostrado que son peligrosos para organismos acuáticos. El mecanismo de 

acción que tiene este tipo de compuestos es inhibir la AChE de manera reversible, 

al unirse al sitio activo de la enzima, produciendo acetilcolinesterasa carbamilada, 

un complejo inestable que debido a que su enlace es electrovalente en lugar de 

covalente, permite que la enzima pueda restablecer su actividad frente a la ACh en 

la sinapsis colinérgica (Ferrer, 2003). Con el uso de este tipo de compuestos se 

busca inhibir a la AChE para impedir la degradación de la ACh y como 

consecuencia, la acumulación del neurotransmisor afectará el potencial eléctrico de 

las células nerviosas, alterando la permeabilidad de las membranas para los iones 

sodio y potasio, provocando un espasmo muscular, seguido de una parálisis del 

músculo estriado, falla respiratoria, coma y muerte (Fishel, 2018). Entre los 

insecticidas representativos de este grupo, se pueden mencionar los siguientes: el 

carbaril, el propoxur y el aldicarb. 

 

2.9.2 Inhibidores irreversibles 

En este grupo se encuentran los compuestos OF. Estos compuestos son 

éteres del ácido fosfórico, ácido tiofosfórico y otros ácidos fosfóricos y, se 

caracterizan porque inhiben de forma irreversible a la AChE al unirse al sitio activo 

de la enzima  formando un enlace covalente de manera que sus efectos no se 
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pueden revertir, (Andr & Castillo, 2014) lo que lleva a una pérdida de la función 

enzimática y provoca una acumulación de ACh en las terminaciones nerviosas, 

teniendo como consecuencia síndrome colinérgico que lleva a la muerte del 

organismo con el que tenga contacto (Kushwaha et al., 2016). Su solubilidad alta en 

lípidos, su peso molecular bajo y su volatilidad alta, facilitan su inhalación, su 

absorción transdérmica y la penetración en el sistema nervioso central (Scheffel, 

Thiermann, & Worek, 2015). Entre estos compuestos inhibidores se tiene además 

a los agentes nerviosos o inhibidores suicidas. Este tipo de sustancias son sustratos 

modificados que contienen un grupo químico que puede transformarse mediante la 

reacción originada por el enzima blanco, provocando su inactivación. La interacción 

con la enzima se da en el sitio activo y genera un grupo muy reactivo que forma un 

enlace covalente con un residuo aminoácido esencial y bloquea la función de la 

enzima irreversiblemente (Murray et al., 2013). Entre algunos agentes nerviosos se 

encuentra el Vx, el ciclosarin, el sarín, el tabun y el DFP. Los pesticidas 

representativos de este grupo son el paratión, el metilparatión, el malatión, el 

diazinon y el clorpirifos. 

En el caso de los inhibidores de la AChE utilizados en farmacología, se busca 

mantener por más tiempo el neurotransmisor ACh disponible, para que se lleve a 

cabo la sinapsis neuronal, esto es útil en el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas como la EA, caracterizada por la pérdida de memoria, atención, 

sueño y aprendizaje. En enfermedades musculares como la miastenia gravis, 

enfermedad autoinmune caracterizada por la presencia de anticuerpos en contra de 

los receptores nicotínicos de la acetilcolina circulantes en sangre, así como una 
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disminución del número de receptores en la placa motora (Herrera Lorenzo, Infante 

Ferrer, & Casares Albernas, 2009). Estos anticuerpos bloquean la transmisión 

sináptica acelerando la hidrólisis de la ACh, y en este caso, los inhibidores de la 

AChE ayudan a mantener concentraciones elevadas del neurotransmisor por más 

tiempo en la unión neuromuscular, favoreciendo la activación de los receptores 

presentes y provocando la contracción muscular (Brunton, 2018). En los problemas 

oculares como el glaucoma, donde hay un deterioro del nervio óptico que, con el 

tiempo produce ceguera, con el uso de los inhibidores de la AChE se busca 

aumentar la concentración de ACh en los receptores nicotínicos provocando un 

aumento de flujo del humor acuoso hacia el exterior reduciendo la presión 

intraocular (Andr & Castillo, 2014). En el caso de los inhibidores irreversibles como 

los OF y carbamatos, se busca que actúen contra los insectos de plaga de cultivo 

de manera efectiva, al evitar la hidrólisis de la ACh, produciendo una acumulación 

del neurotransmisor en la hendidura sináptica y por ende acumulación en los 

receptores nicotínicos y muscarínicos, dando como resultado una 

sobreestimulación de los receptores periféricos y centrales, provocando la 

interrupción de las funciones vitales del organismo que lo padece, para respiratorio 

y la muerte (Scheffel et al., 2015). 
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2.10  Oxazolonas 

Las oxazolonas o azlactonas son compuestos heterocíclicos de 5 miembros 

que tienen nitrógeno y oxigeno como heteroátomos que se encuentran en tres 

formas isométricas, una según la ubicación del carbonilo y dos según la ubicación 

del enlace doble que contiene (Figura 2.15).  

 

 

 

 

Figura 2.15 .Estructura química de las oxazolonas o azlactona 

 

Las oxazolonas son intermediarios importantes en la síntesis de varios 

compuestos como aminoalcoholes aminoácidos y colorantes (Fozooni, Tikdari, & 

Hamidian, 2008; Tikdari, Fozooni, & Hamidian, 2008; Towns, 1999). Las oxazolonas 

también son importantes en la fabricación de fármacos con actividad biológica, de 

tal manera que podemos encontrar el esqueleto de la oxazolonas formando parte 

de muchos compuestos con función farmacológica, como antibióticos (Fareed et al., 

2013; M.A. Pasha et al., 2007; Naganagowda & Petsom, 2017), antidiabéticos 

(Mariappan et al., 2011), anticonvulsivos (Fareed et al., 2013), antivirales (Pinto et 

al., 1996), fungicidas y herbicidas (Abdel-aty, 2009), antifúngicos y antimicrobianos 

(Aparna & Sharada, 2018; Desai, Bhavsar, & Baldaniya, 2009; Sharada et al., 2014) 

entre otros fármacos. Estudios recientes mencionan que este tipo de compuestos 
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también presentan inhibición de la AChE y recomendaron con base en sus 

resultados, realizar una mayor investigación que involucre estudios in vitro (Cavas, 

et.al. 2017). Por otra parte, también se afirma que los derivados de oxazolonas 

actúan como agonistas de nAChRs, por lo que representan una alternativa 

novedosa para ser utilizados como insecticidas y combatir el daño causado al 

campo por varias especies de plagas (Zhang et al., 2014). 

Del contexto anterior, podemos decir que las colinesterasas se han 

convertido en blanco terapéutico importante para la búsqueda de compuestos 

nuevos que puedan utilizarse como fármacos auxiliares en el tratamiento de 

enfermedades como el Alzheimer o bien en la búsqueda de insecticidas contra de 

las plagas de cultivo que sean más seguros, menos tóxicos y más eficaces. 
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CAPĺTULO III. PARTE EXPERIMENTAL 

 



  

47 
 

3.1 Materiales y reactivos 

 

1. 8 compuestos derivados de oxazolonas y 3 intermedios sintéticos  

2. Enzima acetilcolinesterasa humana marca Sigma Aldrich  

3. Acetiltiocolina (ATCh 28.3 mmol) marca Sigma Aldrich  

4. Amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.4 marca Sigma Aldrich 

5. Proteína albúmina sérica bovina (BSA) 1% marca Sigma Aldrich  

6. Reactivo de Ellman (DTNB 10 mmol) marca Sigma Aldrich 

7. Alcohol etílico 96°G.L. Marca Jalmex 

8. Tubos eppendorf 1.7 mL y 200 µL 

9. Puntillas 2,20,1000 µL 

10. Centrífuga 

11. Espectrofotómetro 

12. Celdas de reacción de plástico desechable de un paso de luz de 1 cm 

13. Micropipetas capacidades de 0.2 a 2 µL, 0.5 a 10 µL, 2 a 20 µL, 10 a 100 

µL 20 a 200 µL y de 100 a 1000 µL. 

14. Gradillas 

15. Mezclador tipo vórtice control de velocidad de 600 a 3200 RPM modelo 

Genie 2,  Scientific Industries, INC, USA 

16. Contenedores de plástico para residuos líquidos 

17. Agua destilada 
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3.2 Preparación de los compuestos.  

 

Para la realización de esta investigación se utilizaron ocho compuestos 

derivados de oxazolonas y tres intermediarios (Figura 3.1), los cuales se sintetizaron 

y caracterizaron químicamente en el Centro de Graduados e Investigación del ITT 

en el laboratorio del Dr. Ignacio Rivero Espejel. Cada compuesto se disolvió en 

alcohol etílico 96 G.L. y se agregó tween 80 al 1%, para posteriormente ser 

utilizados en la determinación de su capacidad inhibitoria sobre AChE la cual se 

realizó mediante el ensayo de Ellman. 

Figura 3.1. Estructuras químicas. Estructuras químicas de los compuestos derivados de 
oxazolonas que se evaluaron en este estudio. 
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3.3 Ensayo Ellman.  

El método de Ellman es el ensayo utilizado comúnmente para medir la 

actividad de la AChE en estudios in vitro y se ha utilizado desde que fue desarrollado 

en 1961 hasta la actualidad (Ellman et al., 1961). En el ensayo de Ellman se utiliza 

acetiltiocolina como sustrato y ácido 5,5´-ditiobis-2- nitrobenzoico (DTNB), para 

hacer un seguimiento de la reacción de hidrólisis causada por la enzima, en donde 

la acetiltiocolina hidrolizada por la AChE libera tiocolina, cuya molécula posee un 

grupo-SH libre capaz de reaccionar con el DTNB para formar un producto de 

sustitución y 2-nitro-5-tiobenzoatato (TNB-2) (Figura 3.2), el cual tiene un color 

amarillo; siendo este compuesto el que se medirá espectrofotométricamente a una 

longitud de onda de 412 nm, para el seguimiento de la catálisis (Ellman et al., 1961; 

Pohanka, Hrabinova, Kuca, & Simonato, 2011; Rodriguez, Zunino, & Dambolena, 

2018). 

 

 

 

 

Figura 3.2. Mecanismo químico del método de Ellman (Pohanka et al., 2011) 
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Para realizar el ensayo de Ellman, se utilizó un espectrofotómetroJenway 

modelo 6705 UV/Vis con control de temperatura, Cole-Parmer Reino Unido. Las 

soluciones de trabajo que se utilizaron fueron preparadas de la siguiente manera.  

A. Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M, pH 7.4. 

Solución 1. Se disolvieron 6 g de fosfato de sodio monobásico monohidratado 

(NaH2PO4) en 500 mL de agua destilada. 

Solución 2. Se disolvieron 7 g de fosfato de sodio dibásico anhidro (Na2HPO4) 

en 500 ml de agua destilada. Se adicionó la solución monobásica a la dibásica hasta 

alcanzar un pH de 7.4, aproximadamente se prepararon 700 mL de solución 

amortiguadora. La solución se conservó en refrigeración. 

B. Solución de albúmina de suero bovino (BSA) al 1%.  

Se pesó 1 g de albúmina bovina y se disolvió en 100 mL de agua destilada, 

una vez hecha la mezcla se refrigeró para su uso posterior. 

C. Solución amortiguadora de fosfatos con albúmina bovina (PBS 0.1 M, 

pH 7.4 /0.01%BSA) Por cada 100 mL de PBS adicionar 1 mL de BSA 1%. 

 
D. Ácido 5,5´-ditiobis-2- nitrobenzoico (DTNB) 10 mM 

Se pesaron 51.52 mg de DTNB y se diluyeron en 13 mL de PBS 0.1 M, pH 

7.4. La mezcla se utilizó para preparar el reactivo de Ellman y el resto se almacenó 

en alícuotas de 2 mL, las cuales se congelaron a -20 °C. 
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E. Reactivo de Ellman  

Se prepararon 250 mL de reactivo de Ellman mezclando 242.1 mL de 

PBS/0.01% BSA con 7.9 mL de DTNB. La mezcla se almacenó a 4°C en frasco 

ámbar protegida de la luz. 

F. Acetiltiocolina (ATCh) 100Mm solución stock 

Se disolvieron 173.50 mg de ATCh en 6 mL de agua destilada fría. Se 

prepararon alícuotas de 300 µL y se congelaron a -20°C. 

 

3.4. Prueba de cribado para determinar la actividad catalítica de los 

compuestos sobre la enzima. 

Para este experimento se prepararon suficientes tubos eppendorf con 970 µL 

del reactivo de Ellman, (PBS + BSA al 0.01% + DTNB) los cuales se utilizaron en la 

determinación de la actividad enzimática para cada compuesto. Se calibró el 

espectrofotómetro con un blanco de reactivo para cada concentración de los 

compuestos, colocando en una celda de reacción 970 µL del reactivo de Ellman 

más lo indicado en la Tabla 3.1 para obtener un volumen final de 1 mL. Para correr 

los controles, se procedió a colocar en los tubos eppendorf con reactivo de Ellman 

(970 µL) 9 µL de PBS + BSA al 0.01% y 1 µL de etanol más 10 µL del sustrato 

(ATCh 5 mM) más 10 µL de la solución de enzima previamente preparada a una 

concentración de 300 UI, para obtener un cambio de absorbancia de 0.2 a 0.3 

Abs/min. 
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Tabla 3.1 Contenido de la mezcla de reacción para leer la actividad enzimática a una 
longitud de onda de 412 nm por 1 minuto. 

Reactivo Problema 
(µL) 

  Blanco de 
reactivo (µL) 

Control 

 
PBS. 0.1 M, pH 7.4/BSA 

0.01% 

9  19 9 

Compuesto diluido en etanol 1 1 - 

Enzima 10 - 10 

Etanol  - - 1 

La mezcla se reservó a temperatura ambiente e inmediatamente se adicionó: 
ATCh 5 mM 10  10 10 

Se procedió a leer la actividad en el espectrofotómetro a 412 nm. 

 

Para realizar el cribado de los compuestos se corrieron los experimentos a 

dos  diferentes concentraciones en la escala micromolar (µM) para tener una 

concentración final de 100 µM y 300 µM de cada uno. La actividad enzimática se 

probó a temperatura ambiente por cero minutos (la reacción inició inmediatamente 

al agregar el sustrato). 

Los ensayos se repitieron por triplicado bajo las mismas condiciones 

descritas anteriormente para obtener el promedio y la desviación estándar. Una vez 

obtenidos los datos de la cinética, se calculó el porcentaje de actividad enzimática 

de acuerdo a la Ecuación 1, para calcular el porcentaje de inhibición se utilizó la 

Ecuación 2: 

                                                                                                    Ecuación (1) 

  

% Actividad =  Abs/min del compuesto      X 100 

                            Abs/min del control 
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       % de Inhibición =                                                                   Ecuación (2) 

Una vez obtenidos los resultados se procedió a graficar el cribado utilizando 

el software GraphPad Prism versión 8.0, en donde el eje de las X representó a los 

compuestos y el eje de las Y representó el % de inhibición enzimática. 

 

3.5. Determinación de la potencia de los compuestos con mayor porcentaje de 

actividad inhibitoria mediante la CI
50

 con la AChE humana. 

Para realizar el estudio de la potencia de los compuestos, se seleccionaron 

las oxazolonas con una inhibición mayor al 50%, tomado a partir de los resultados 

de la prueba de cribado. La concentración inhibitoria media (CI50) se midió a una 

concentración de sustrato fija de 5mM usando ocho concentraciones diferentes de 

los compuestos, según la Tabla 3.2. Todas las diluciones se llevaron a cabo 

utilizando etanol como disolvente para preparar las soluciones stock de los 

compuestos. Para obtener la concentración final de los compuestos se tomó 1µL de 

la solución stock para obtener una concentración final de solvente no mayor al 1% 

(Fekonja, Zorec-Karlovsek, El Kharbili, Fournier, & Stojan, 2007; Rodriguez et al., 

2018)  

 

 

 

 

100%  -  % Actividad 
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Tabla 3.2. Preparación de las ocho concentraciones finales con las que se llevó a cabo la 

determinación de la CI50, para cada compuesto. 

 

La cuantificación de la cinética enzimática se llevó a cabo utilizando el 

espectrofotómetro anteriormente descrito en la sección 3.1.y en las mismas 

condiciones de la sección 3.4 de este capítulo. 

Para este experimento se prepararon suficientes tubos eppendorf con 970 µL 

del reactivo de Ellman, (PBS + BSA al 0.01% + DTNB) los cuales se utilizaron en 

las determinaciones de la actividad enzimática para cada concentración de los 

compuestos. Se calibró el espectrofotómetro con un blanco de reactivo para cada 

una de las ocho concentraciones diferentes, colocando en una celda de reacción 

970 µl del reactivo de Ellman más lo indicado en la Tabla 3.1 para obtener un 

volumen final de 1 mL. Para correr los controles, se procedió a colocar en los tubos 

eppendorf con 970 µL de reactivo de Ellman, más lo indicado en la Tabla 3.1, para 

obtener un volumen final de 1 mL. La solución enzimática previamente se preparó 

a una concentración de 300 UI, para obtener un cambio de absorbancia de 0.2 a 

0.3 Abs/min. 

C M Log M [Final] µM [Stock], mM 

C1 1x10-7 -7 0.1 0.01 

C2 1x10-6 -6 1 0.1 

C3 1x10-5 -5 10 1 

C4 5x10-5 -4.3 50 5 

C5 1x10-4 -4 100 10 

C6 3x10-4 -3.52 300 30 

C7 5x10-4 -3.30 500 50 

C8 1x10-3 -3 1000 100 
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Los ensayos se repitieron por triplicado bajo las mismas condiciones 

anteriormente descritas para obtener el promedio y la desviación estándar. Una vez 

obtenidos los datos de la cinética, se calculó el porcentaje de actividad enzimática 

de acuerdo a la Ecuación 1, para calcular el porcentaje de inhibición se utilizó la 

Ecuación 2. Los valores de CI50 se calcularon a partir de curvas de concentración-

respuesta semi-logarítmicas de la concentración de ligando versus la  actividad de 

AChE con respecto al control, utilizando el software GraphPad Prism 8.0. 

 

3.7. Determinación de la constante de inhibición y el tipo de inhibición 

mediante la ecuación de Michaelis-Menten para analizar la afinidad de los 

compuestos sobre la enzima. 

Para determinar la constante de disociación del conjugado AChE-inhibidor se 

prepararon 4 concentraciones crecientes del compuesto, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3mM y 

0.4 mM, y 5 concentraciones diferentes del sustrato, 5.0 mM, 6.6 mM, 10 mM, 12.5 

mM y 20.0 mM, las cuales se prepararon a partir de la solución stock de sustrato a 

100 mM, utilizando agua fría como disolvente. La calibración del espectrofotómetro 

se realizó con un blanco que se leyó en el espectrofotómetro a una longitud de onda 

de 412 nm., colocando en una cubeta de reacción 990 µL del reactivo de Ellman 

con 10 µL de sustrato (ACTh 100mM). Se prepararon suficientes tubos ependorff 

con 970 µL del reactivo de Ellman según el procedimiento antes descrito. Se preparó 

una solución de trabajo de enzima, para lo cual se tomó 1 µL de enzima de 1 µM y 

se mezcló con 1000 µL de PBS. 0.1 M, pH 7.4/BSA 0.01%, paso posterior se midió 

su actividad, corriendo un control y se verificó que su actividad se encontrara entre 

0.2 y 0.3 Abs/min, para ello se mezclaron 970 µL del reactivo de Ellman con 10 µL 
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de sustrato (ACTh 100 mM), 10 µL de la enzima y 10 µL de PBS. 0.1 M, pH 7.4/BSA 

0.01%, se agitó en un mezclador tipo vórtice y se vertió el contenido de la mezcla 

en una celda de reacción para espectrofotómetro y se tomó la actividad enzimática 

a 412 nm por 1 minuto. 

Para el ensayo se corrieron controles utilizando la solución de enzima y cada 

una de las concentraciones diferentes del sustrato, según la Tabla 3.3. Para ello se 

mezclaron 970 µL del reactivo de Ellman con 10 µL de la enzima más 10 µL de 

etanol, se agitó la mezcla y se adicionaron 10 µL del sustrato de concentración 

menor, inmediatamente se procedió a tomar lectura en el espectrofotómetro. Se 

realizó el mismo procedimiento para procesar los controles con el resto de los 

sustratos.  

Tabla 3.3. Concentraciones de sustrato y compuesto utilizadas para realizar el ensayo y 
obtener la constante de afinidad (Ki). 

 

Oxazolona (mM) ACTh (mM) 

 0.05 0.066 0.100 0.125 0.2 

0 (control)      

0.1      

0.2      

0.3      

0.4      

0.5      
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Para el ensayo de inhibición de la enzima se mezclaron 970 µL del reactivo 

de Ellman con 10 µL de la enzima más 10 µL de la concentración más baja del 

primer compuesto a ensayar, se agitó la mezcla y se adicionaron 10 µL de sustrato 

de concentración menor, se leyó la actividad y se verificó que ésta se encontrara 

entre el 20% y 80% con respecto a la actividad del control para poder seguir con las 

mediciones de las concentraciones siguientes. Una vez que se leyó la actividad de 

la enzima inhibida con las concentraciones diferentes del compuesto con el sustrato 

de concentración menor, se procedió a realizar el mismo procedimiento antes 

descrito, pero ahora utilizando cada una de las concentraciones diferentes del 

sustrato. Se realizó el mismo procedimiento para cada compuesto por triplicado. El 

procesamiento de datos experimentales para definir la afinidad de los inhibidores se 

realizó mediante un programa de análisis de regresión lineal proporcionado por el 

software GraphPad Prism 8.0., para obtener la gráfica de Lineweaver-Burk o de los 

dobles recíprocos, en donde la relación de la pendiente y del intercepto representa 

la constante de afinidad. Todos los datos se muestran como medias ± desviación 

estándar de n=3. 
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 3.5 Determinación de la capacidad de los compuestos para unirse con la 

enzima mediante un acoplamiento molecular de los compuestos sobre la 

estructura de AChE-Donepezilo. 

El estudio in sílico del acoplamiento molecular se realizó para determinar la 

capacidad de los compuestos para unirse con la enzima, además de predecir en 

qué sitio de la enzima, los compuestos son afines. El método de acoplamiento 

molecular automatizado (“docking”) se llevó a cabo con la estructura tridimensional 

de acetilcolinesterasa humana descargada de Protein Data Bank (www.rcsb.org), 

(PDB ID: 6O4W). El ligando co-cristalizado en la estructura (donepezilo) fue 

removido, y la estructura del receptor fue preparada empleando AutoDock Tools 

1.5.6 (Sanner, 1999) removiendo moléculas de agua, adicionando hidrógenos y 

calculando las cargas Gasteiger. El algoritmo de docking empleado fue AutoDock 

Vina (Trott & Olson, 2010), considerando una caja con centro en las coordenadas x 

= 87.9541, y = 84.5448, z = -3.23301 de tamaño 30 × 30 × 30 Å. Para cada análisis 

se generaron 10 poses con una exhaustividad de 8. Para la validación del protocolo 

de docking se llevó a cabo el análisis sobre el donepezilo co-cristalizado 

previamente removido de la enzima, y analizando el RMSD obtenido entre la pose 

resultado y la posición original del ligando. La visualización de las poses resultado 

y su análisis para encontrar las interacciones ligando-receptor se llevó a cabo con 

UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Para el compuesto analizado se generó su 

modelo molecular mediante UCSF Chimera usando su código SMILES, 

minimizando la estructura con las condiciones predefinidas por Chimera con 

parámetros con MMTK y Antechamber (J. Wang, Wang, Kollman, & Case, 2006). 

Los enlaces rotables y cargas atómicas fueron definidas con AutoDock Tools 1.5.6. 

http://www.rcsb.org/
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CAPÍTULO IV. RESULTADOS 
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En este capítulo se presentan los resultados obtenidos en los experimentos, 

en donde se evalúo la capacidad inhibitoria de ocho compuestos derivados de 

oxazolonas y tres intermedios sintetizados previamente por el Centro de Graduados 

e Investigación sobre la enzima acetilcolinesterasa humana. 

 

4.1 Prueba de cribado para determinar la actividad inhibitoria de los 

compuestos sobre la enzima. 

La actividad inhibitoria sobre la enzima AChE humana inducida por los ocho 

compuestos derivados de oxazolonas y los tres intermediarios sintéticos evaluados 

en este estudio, se midió utilizando un ensayo espectrofotométrico basado en la 

reacción de Ellman a temperatura ambiente con todos los compuestos. Los ensayos 

se realizaron a una concentración de inhibición de 100 µM y 300 µM sin incubar, 

encontrando que los ocho compuestos y los intermediarios que se ensayaron 

inhiben a la enzima en porcentajes diferentes según la prueba de cribado, los 

resultados se presentan a continuación en la Tabla 4.1.  
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Tabla 4.1. Resultados de la actividad catalítica de los compuestos sobre la enzima AChE.  

 

Con base en los resultados del porcentaje de actividad inhibitoria de los 

compuestos, sobre la enzima AChE humana presentados en la tabla 4.1, se 

demostró que los 4 compuestos que inhibieron a la enzima en mayor grado a una 

concentración de inhibición de 100 µM fueron los compuestos E16, E21, E25 y E27. 

Por otra parte, al aumentar la concentración de inhibición a 300 µM, también se 

incrementó el porcentaje de inhibición de todos los compuestos en este caso, el 

orden de las actividades de inhibición de los compuestos fue: 

E16>E25>E21>E18>E27>E28>E14>EA>EB>E26>EC. Los resultados se 

contrastaron con pruebas control, para este efecto se utilizó solución amortiguadora 

de fosfatos como control negativo y el donepezilo, un fármaco anticolinesterasa 

conocido, como control positivo. En la figura 4.1 se muestra la gráfica con el 

porcentaje de inhibición para cada compuesto a una concentración de inhibición de 

100 y 300 µM, a temperatura ambiente.  

Derivado de 
Oxazolona 

Inhibición 100M 
(%, SD) 

Inhibición a 300M 
(%, SD) 

EA 6.68 ± 1.09 27.28 ± 0.62 

EB 7.19 ± 1.43 26.14 ± 4.08 

EC 19.78 ± 3.3 20.98 ± 3.49 

E14 24.60 ± 6.8 51.89 ± 2.37 

E16 61.27 ± 15.2 75.28 ± 12.6 

E18 25.26 ± 2.85 60.99 ± 5.77 

E21 48.97 ± 6.40 64.67 ± 16.42 

E25 37.53 ± 6.40 70.38 ± 2.04 

E26 12.47 ± 3.49 22.90 ± 6.20 

E27 25.55 ± 1.06 60.71 ± 12.14 

E28 23.81 ±4.33 56.69 ± 7.74 
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Figura 4.1. Porcentaje de inhibición enzimática a dos concentraciones de inhibición. 
Todos los resultados se muestran como medias y desviación estándar de n=3 

 

Como se puede apreciar en la figura 4.1 los compuestos que presentaron un 

porcentaje de inhibición por arriba del 50% a 300 µM fueron las oxazolonas 

siguientes: E14 (51.89 ± 2.37), E16 (75.28 ± 12.6), E18 (60.99 ± 5.77), E21 (64.67 

± 16.42), E25 (70.38 ± 2.04), E27(60.71 ± 12.14) y  E28 (56.69 ± 7.74), siendo estos 

compuestos con los que se siguió trabajando para cumplir con en el resto de los 

objetivos específicos, y las estructuras químicas de estas oxazolonas se muestran 

en la Figura 4.2. Cabe mencionar que el compuesto E26 y los tres intermediarios 

sintéticos (EA, EB y EC)  presentaron un porcentaje de inhibición inferior al 50%, 

por lo que se descartaron para realizar el resto de los experimentos.  
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Figura 4.2. Estructuras químicas de los ocho compuestos que inhibieron a la enzima entre 
el 50% y el 75%.  

 

4.2 Determinación de la potencia de los compuestos con mayor porcentaje 

de actividad inhibitoria mediante la CI
50

 con la enzima AChE  

Se seleccionaron los siete compuestos que presentaron mayor porcentaje de 

inhibición según los resultados de la prueba de cribado, en este caso fueron los 

compuestos: E14, E16,  E18, E21, E25,  E27, y E28. La actividad inhibitoria de estos 

compuestos fue evaluada con ocho concentraciones diferentes de los compuestos 

y una concentración fija del sustrato, con lo cual se determinó su potencia inhibitoria 

expresada como la concentración del compuesto que se requiere para inhibir a la 

enzima en un 50% (CI50), con los resultados experimentales se graficó el porcentaje 
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de actividad enzimática contra el logaritmo de la concentración de los compuestos, 

como se muestran en la Figura 4.3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.3. Curvas concentración-respuesta de las siete oxazolonas ensayadas. Todos 
los resultados están expresados como medias y desviación estándar de n=3. 
 

La gráfica anterior corresponde al concentrado de las curvas concentración- 

respuesta, representada como logaritmo de la concentración de las oxazolonas 

utilizadas en este ensayo contra la actividad de la enzima con respecto al control. 

Donde se deduce que las curvas más cercanas al eje de las ordenadas 

corresponden a los compuestos con mayor potencia. De igual manera en la figura 

4.4 se pueden apreciar las gráficas individuales de las oxazolonas E14. E16, E18, 

E21 y E25 junto con su estructura química. En este ensayo las gráficas de los 

compuestos E27 y E28 no fueron determinadas. 
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Figura 4.4. Gráficas curvas dosis-respuesta de cuatro compuestos.  
 

 

Con base en los valores de la CI50 obtenidos en el ensayo para cada 

compuesto, se determinó que el compuesto que inhibe con mayor potencia a la 

enzima AChE es la oxazolona E16 (9.2 ± 2.3 µmol/L), seguida por la oxazolona E25 

(37.10 ± 1.61 µmol/L) y en tercer lugar la oxazolona E18 (89.33 ± 22.33 µmol/L). Las 

4 oxazolonas restantes tienen valores de CI50 entre 95 y 246 µmol/L, como se puede 

apreciar en la tabla 4.2, en donde se recopilan los valores de la CI50 para cada 
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derivado de oxazolonas que demostró una inhibición mayor al 50% en a prueba de 

cribado. 

 

Tabla 4.2. Resultados de CI50 de los siete compuestos que presentaron mayor porcentaje 
de inhibición. 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. Determinación de la constante de inhibición (Ki) y el tipo de inhibición 

mediante la ecuación de Michaelis-Menten para analizar la afinidad de los 

compuestos sobre la enzima.  

Para conocer la afinidad de los compuestos para unirse a la enzima AChE 

humana, se determinó la constante de inhibición (Ki) para cada compuesto. Para 

ello se utilizaron cinco concentraciones crecientes del sustrato y cuatro 

concentraciones diferentes de los compuestos derivados de oxazolonas, mediante 

análisis no lineal con el método de Michaelis-Menten. Tal método permitió 

determinar las constantes cinéticas necesarias para determinar el modo de 

inhibición de los compuestos estudiados. Con la metodología utilizada se estimó la 

velocidad máxima alcanzada en la reacción (Vmax) a partir de velocidades iniciales 

(V0) traducidas como actividad enzimática. Este parámetro se representa en los 

gráficos no lineales (Michaelis-Menten) como la asíntota horizontal e indica que toda 

la enzima está saturada por el sustrato (ES). También se determinó Km o constante 

Derivado de Oxazolona CI50 (mol/L) 

E14 136.8 ± 34.2 

E16 9.2 ± 2.3 

E18 89.33 ± 22.33 

E21 95.48 ± 1.47 

E25 37.10 ± 1.61 

E27 203.9 ± 39.7 

E28 246.3 ± 51.2 
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de Michaelis, la cual se define como la concentración de sustrato a la cual se obtiene 

la mitad de la Vmax, esta constante indica la afinidad de la enzima por el sustrato. De 

tal manera que valores pequeños de Km, indican mayor afinidad de la enzima por el 

sustrato y valores de Km grandes, indican poca afinidad de la enzima por el sustrato. 

En los gráficos no lineales, la Km la encontramos en el eje horizontal o de las 

ordenadas. Cada modo de inhibición tiene un comportamiento propio con base en 

los valores de Vmax y Km, lo cual se explica en la Figura 4.5, en donde se representan 

las gráficas de Michaleis-Menten para los ocho compuestos estudiados. 
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G) 

 

 

 

 

 

Figura 4.5. Gráficas de Michaelis- Menten para cada compuesto. En donde se graficó la 

actividad de la enzima contra 5 concentraciones diferentes del sustrato. Resultados 

contrastados con un control de enzima sin inhibir.  
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La determinación de los parámetros cinéticos se realizó con un método no 

lineal, el cual fue transformado a un método lineal para ser analizado fácilmente. En 

este caso se utilizó el método de los dobles recíprocos o de Lineweaver-Burk, en 

donde se graficó 1/V contra 1/[S], de esta manera se encontraron los valores 

exactos de los parámetros cinéticos; Km en el intercepto de la línea en el eje de las 

ordenadas y Vmax en el intercepto en el eje de las abscisas. Corroborando así los 

valores obtenidos con el método no lineal. Con las pendientes obtenidas de cada 

concentración ensayada en el gráfico de los dobles recíprocos, se obtuvo una 

gráfica secundaria en donde se graficaron las pendientes de cada concentración 

contra las diferentes concentraciones de los compuestos para obtener una 

pendiente en la cual el intercepto en el eje de las ordenadas corresponde a la 

constante de inhibición (Ki) o constante de equilibrio de la disociación del complejo 

EI cual indica la afinidad del inhibidor por la enzima. Valores pequeños de Ki hablan 

de gran afinidad entre el inhibidor y la enzima, valores grandes de Ki indican poca 

afinidad entre el inhibidor y la enzima. En la Figura 4.6 se representan los gráficos 

de los dobles recíprocos y las gráficas secundarias para conocer la Ki, para cada 

compuesto. 
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C) 

 

 

D)  

 

 

 

 

-12-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

2
4
6
8

10
12
14
16
18
20
22
24
26
28

                               1/[ATCh]

Control

0.1mM

0.2 mM

0.3mM

0.4mM

1
/V

-0.2 -0.1 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

Ki =  98.39  22M

                                             [E18, mM]

S
l
o

p
e

-15 -10 -5 5 10 15 20

5

10

15

20

25

30

                               1/[ATCh]

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

 1
/V

Control

0.1mM

0.2 mM

0.3mM

0.4mM

-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.1 0.2 0.3 0.4
-0.2

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

Ki =  108.67 7.77M

                                             [E21, mM]

S
lo

p
e



  

75 
 

 

 

 

E) 

 

F) 

 

-20 -15 -10 -5 5 10 15 20

5

10

15

20

25

                               1/[ATCh]

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

 1
/v

Control

0.1mM

0.2 mM

0.3mM

0.4mM

-0.2 -0.1 0.1 0.2 0.3
-0.2

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

Ki =  6719 M

                                             [E25, mM]

S
lo

p
e

-15 -10 -5 0 5 10 15 20

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

                               1/[ATCh]

1
/V

Control

0.1mM

0.2 mM

0.4 mM

0.3mM

-0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

-0.2

-0.1

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

Ki = 183  46 M

                                             [E27, mM]

S
lo

p
e



  

76 
 

G) 

Figura 4.6. Gráficas de Linewever-Burk o de los dobles recíprocos de los siete compuestos 

derivados de oxazolonas. En donde se grafica la velocidad inicial de la enzima frente a las 
concentraciones de sustrato en presencia y ausencia de inhibidor. Se presentan las gráficas 
de los dobles recíprocos para las diferentes oxazolonas frente a la enzima AChE humana 
junto a su gráfica secundaria con la cual se determinó el valor de la Ki. A) oxazolona E14 
(inhibidor competitivo). B) oxazolona E16 (inhibidor competitivo). C) oxazolona E18 
(inhibidor competitivo). D) oxazolona 21 (inhibidor competitivo). E) oxazolona 25 (inhibidor  
competitivo). F) oxazolona E27 inhibidor no competitivo). G) oxazolona E28 (inhibidor 
competitivo). Los resultados fueron contrastados con un control de enzima sin inhibir. 

 

El análisis de las gráficas de Michaelis – Menten indica que, con respecto al 

control, 5 de los 7 compuestos ensayados se comportan como inhibidores 

competitivos, en los cuales sus valores de Km aumentan conforme se incrementa la 

concentración del inhibidor, mientras la Vmax no presenta cambios significativos. Por 

otra parte, los gráficos de Linewever-Burk muestran que cada pendiente obtenida 

para cada concentración de inhibidor se intercepta en el eje vertical, por lo que se 

corrobora, que los compuestos E14, E16, E18, E21 y E25 compiten con el sustrato 

por el sitio activo de la enzima. En contraste, basándonos en el análisis de los 

mismos gráficos, el compuesto E27 se comporta como un inhibidor no competitivo 

al no aumentar significativamente el valor de su Km, mientras que los valores de 
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Vmax disminuyen. Por último, el comportamiento del gráfico del compuesto E28 no 

es concluyente para poder determinar el modo de inhibición, dado que, se observa 

que a las concentraciones de 0.2 y 0.3 µM el compuesto se comporta como inhibidor 

no competitivo al disminuir la Vmax, mientras el valor de Km no cambia 

significativamente. Y presenta el mismo comportamiento para las concentraciones 

de 0.3 y 0.4 µM. Como se puede apreciar en las gráficas, este compuesto se 

comporta como inhibidor no competitivo a las concentraciones antes mencionadas,  

pero si observamos en la gráfica, las líneas se interceptan en el mismo lugar en el 

eje vertical, por lo que podríamos decir que también se comporta como inhibidor 

competitivo. Por lo anterior fue necesario determinar el valor de α para poder 

caracterizar al compuesto.  

Con respecto a los valores de la constante de inhibición (Ki) obtenidos de las 

gráficas secundarias de las pendientes determinadas en las gráficas de los dobles 

recíprocos contra la concentración del inhibidor, se estableció que el orden de 

afinidad de los compuestos por la enzima es el siguiente: 

E16>E25>E18>E21>E14>E27>E28. De los cuales, las ozaxolonas E16 (2.08 µM),  

E25 (67.0 µM) y E18 (98.39 µM) las que presentan una afinidad mayor para unirse 

a la enzima. El resto de los compuestos tienen una Ki entre 108 y 257 µM, lo que 

refleja poca afinidad de unión. En la tabla 4.3 se recopilan los valores de Km y Vmax 

aparentes (valor que se mediría ni no se supiera que hay inhibidor presente) y el 

valor de alfa (α), que refleja el efecto que ejerce un inhibidor sobre la afinidad de la 

enzima por su sustrato y de igual manera refleja el efecto del sustrato sobre la 

afinidad de la enzima por el inhibidor y es útil para corroborar el modo de inhibición 

que presentan los compuestos. Se habla de inhibición competitiva cuando α > 1 y 
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refleja la unión del inhibidor a la enzima libre. Inhibición no competitiva cuando α = 

1 e indica que el inhibidor tiene la misma afinidad por la enzima y el sustrato. 

Inhibición acompetitiva cuando α es < 1, pero mayor que cero, indica que el inhibidor 

se une casi por completo al complejo enzima sustrato.  

 

 

Tabla 4.3. Resultados de las Ki, el valor de α, Vmax y Km, para cada compuesto evaluado 
bajo un modelo mixto en el programa estadístico GraphPad Prism 8.0. 

 

 

 

Con base en los resultados de los valores de α, se corroboró el modo de 

inhibición de los compuestos, cuya caracterización fue, como inhibidores 

competitivos a los compuestos: E14, E16, E18, E21 y E25. El compuesto E27 como 

inhibidor no competitivo y el compuesto E28 como inhibidor acompetitivo. De esta 

manera, determinar el valor de α fue muy importante ya que nos permitió conocer 

el modo de inhibición de cada compuesto de forma correcta.   

 

 

 

Derivado 
de 

oxazolona 

KI  

(M) 
 

Vmax 

(mol/L/min) 

Km 

(M) 

E14 156.9 ± 46 4.16 0.4390±0.087 0.1185 

E16 2.08 ± 0.36 21.84 0.4092±0.081 0.1128 

E18 98.39 ± 24 >1000 0.4785± 0.1303 

E21 108 ± 7.77 4.98 0.3977 0.08840 

E25 67±19 18.27 0.4504 0.1295 

E27 183 ± 46 1 0.4437 0.1309 

E28 198 ± 49.5 0.006 0.3482 0.1825 
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4.4. Determinación de la capacidad de los compuestos para unirse con la 

enzima mediante un acoplamiento molecular de los compuestos sobre la 

estructura de la AChE-donepezilo. 

El estudio de acoplamiento molecular se llevó a cabo para conocer el lugar 

de la enzima en el que los compuestos son afines. En primer lugar, se realizó el 

análisis con cada compuesto derivado de oxazolonas frente a la estructura 

tridimensional de la enzima AChE humana completa, obteniendo las energías de 

unión en Kcal/mol, expresados como valores negativos para cada compuesto. 

Entendiendo que la energía de unión es una medida que indica afinidad entre el 

inhibidor y la enzima, y en donde los valores negativos reflejan una mayor 

estabilidad del complejo enzima- inhibidor. O bien, dicho de otra manera, la energía 

de unión es la diferencia entre la energía del complejo y la suma de las energías de 

cada molécula por separado, por lo que, entre más negativo sea el valor obtenido, 

la unión entre la enzima y el inhibidor será más favorable, ya que se requiere menor 

energía para que se dé dicha unión. 

En segundo lugar, se realizó un análisis de acoplamiento con cada uno de 

los compuestos, pero ahora estudiando el sitio activo de la AChE, sabiendo que es 

en este sitio de la enzima, en donde los ligandos ejercen inhibición y en donde se 

determinaron de igual manera las energías de unión en Kcal/mol. El resultado que 

se obtuvo en ambos análisis, se presentan en la tabla 4.4 y en donde podemos 

apreciar que no se encuentran diferencias significativas entre los valores 

energéticos de afinidad determinados para cada compuesto con la enzima, en cada 

experimento, a excepción del compuesto E16, en el cual se puede apreciar una 

diferencia de - 0.8 Kcal/mol entre un experimento y otro. Los resultados fueron 
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validados mediante el análisis de acoplamiento sobre la estructura del donepezilo 

co-cristalizado obteniendo el valor de su RMSD (Root Mean Square Desviation o 

desviación de la media cuadrática), la cual nos permite establecer equivalencia o 

diferencia entre dos o más estructuras, dependiendo de la forma y conformación 

tridimensional. En donde valores grandes de RMSD indican que hay mayores 

diferencias entre las estructuras y contrariamente, valores pequeños cercanos a 

cero indican que las estructuras son muy parecidas.  

Tabla 4.4. Energías de unión de los compuestos con la enzima.  

 

 

 

Como se puede apreciar en la tabla 4.4, las energías de unión obtenidas en 

el análisis de acoplamiento molecular para cada compuesto y en cada experimento 

(acoplamiento con la enzima completa y acoplamiento en el sitio activo) son muy 

similares, por lo que se deduce, que los compuestos analizados se unen de manera 

favorable con la enzima en el mismo sitio, en este caso, se unen al sitio activo de la 

enzima AChE humana.  

Tomando como referencia  un valor de energía de unión mayor -10 Kcal/mol 

como un valor aceptable para este estudio, son los compuestos E21 con -11.5 

Energía de unión (Kcal/mol) 

Compuesto Enzima Completa Sitio Activo 

E14 -11.3 -11.3 

E16 -10.5 -11.3 

E18 -11.4 -11.4 

E21 -11.5 -11.5 

E25 -10.3 -10.8 

E27 -10.9 -11.0 

E28 -10.8 -11.2 

Donepezilo -12.1 -12.3 

RMSD Donepezilo 1.094 0.467 
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Kcal/mol, E18 con -11.4 Kcal/mol y E14 y E16 con -11.3 Kcal/mol, los que se unen 

mejor a la enzima. Se realizó un análisis de acoplamiento molecular control con 

donepezilo para validar los resultados, obteniendo una energía de unión de -12.1 y 

-12.3 Kcal/mol en cada experimento. Por otra parte, la validación del análisis de 

acoplamiento se llevó a cabo al determinar la RMSD del donepezilo co-cristalizado 

en cada experimento y en donde podemos apreciar que la diferencia entre al 

acoplamiento utilizando toda la enzima (1.094) y el acoplamiento en el sitio activo 

de la AChE (0.467) es mínima, indicando que el procedimiento realizado y los 

resultados son correctos. 

Con base en lo explicado y a los resultados in vitro, en donde la oxazolona 

E16 fue el compuesto que mostro tener mejores resultados, se procedió a buscar 

las interacciones existentes entre el compuesto E16 con los diferentes residuos de 

aminoácidos que revisten el sitio activo de la enzima. En la figura 4.7 se muestran 

algunos aminoácidos presentes en la cavidad aromática del sitio activo de la AChE 

interactuando con el compuesto E16.  
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Figura 4.7. Superficie de la cavidad del sitio activo de la AChE. El color de los aminoácidos 
y su superficie va de acuerdo a su hidrofobicidad (azul = hidrofílico, blanco = neutro, rojo = 
hidrofóbico).  

 

Como se puede apreciar la superficie del sitio activo de la enzima está 

representada por colores de acuerdo a su hidrofobicidad, en donde el área 

hidrofílica se observa de color azul, y área hidrofóbica de color rojo y la superficie 

neutra y de color blanco. Apreciando que el anillo aromático más distal de E16 se 

acomodó en una zona relativamente hidrofóbica, cerca de Tyr341, Phe295, Phe297, 

Phe338, Trp286, Val294. Con la conformación de la figura anterior se analizaron las 
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interacciones que presenta la oxazolona E16 con la enzima, como lo muestra la 

figura 4.8 y 4.9. 

 

Figura 4.8. Interacciones que presenta el compuesto E16 con los diferentes aminoácidos 
que forman la superficie de la cavidad del sitio activo de la AChE. 
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Figura 4.9. Ángulos y distancias entre el compuesto  E16 y los diferentes aminoácidos 
con los que presenta interacciones. 

 

En la figura 4.8 observamos que hay una interacción importante al determinar 

un apilamiento π-π entre uno de los anillos aromáticos de E16 y Trp86. Este residuo 

es importante en la interacción con varios ligandos, ya que por ejemplo es el 

encargado de interactuar con los grupos cuaternarios de acetilcolina y otros 

compuestos inhibidores. Por otra parte, Chimera no detecto enlaces de puente de 

hidrógeno en esta pose para E16, sin embargo, el carbonilo del compuesto se 

encuentra relativamente cerca del hidroxilo de Tyr337, si bien por el ángulo y quizá 

la distancia (3.93 Å) es que no se da formalmente esta interacción. El oxígeno de la 

lactona se encuentra a 2.94 Å del hidroxilo de Tyr341, la cual es una distancia 

adecuada para un enlace de puente de hidrógeno, de nuevo quizá por el ángulo es 

que el programa no lo detecta como interacción, como podemos ver en la figura 4.9.  
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El estudio de la actividad inhibitoria de ocho novedosos compuestos 

derivados de oxazolonas y tres intermedios sintéticos sobre la actividad de la AChE 

humana mostro que la inhibición AChE  producida por estos compuestos fue de tipo 

reversible y siete de ellos inhiben a la enzima en más del 50% a una concentración 

de inhibición de 300 µM, en cuanto a la caracterización de los compuestos, cinco se 

caracterizaron como inhibidores competitivos, uno como inhibidor no competitivo y 

uno como inhibidor acompetitivo. Los resultados obtenidos concuerdan con los 

reportados por Cavas et al. (2017), en donde reportan que tres compuestos 

derivados de oxazolonas portadores de carbazol inhibieron a la AChE en 

condiciones in vitro, y en los cuales también obtuvieron resultados de inhibición 

predictivos al utilizar un modelo de red neuronal artificial. Con base en sus 

resultados recomiendan el uso potencial de los compuestos derivados de 

oxazolonas como inhibidores reversibles de la AChE para el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas como la EA. Por otra parte, Zhang et al. (2014) 

sintetizaron y evaluaron un grupo de compuestos amino-2(5)-oxazolonas N 

sustituidas y determinaron que esta clase de compuestos producen un efecto 

insecticida  al actuar como agonistas de los receptores nicotínicos de la acetilcolina 

(nAChRs). 

De los compuestos derivados de oxazolonas evaluados en este estudio 

destaca la oxazolona E16, como el compuesto que inhibe con mayor potencia a la 

enzima AChE, con base en el valor de su CI50. También es el compuesto que mostro 

tener mayor afinidad para unirse a la enzima al obtener un valor de Ki menor. Por 

otra parte, el análisis de acoplamiento molecular, mostro que todos las oxazolonas 
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ensayadas se unen de manera favorable al sitio activo de la enzima, esto de 

acuerdo a las energías de afinidad obtenidas. En cuanto al análisis de acoplamiento 

molecular realizado a la oxazolona E16, mostro que este compuesto se acomoda 

en el sitio activo, en donde el anillo aromático más distal del compuesto se posiciona 

cerca de los aminoácidos que integran el PAS. Por otra pate Chimera encontró una 

interacción de apilamiento π-π entre uno de los anillos aromáticos de E16 y el Trp86 

del subsitio aniónico de unión a colina. El Trp86 es un residuo de aminoácido muy 

importante en la interacción de varios ligando, por ejemplo es este residuo el 

encargado de interactuar con el grupo cuaternario de la ACh y de otros compuestos 

(Ferreira Neto et al., 2017; Kryger, Silman, & Sussman, 1999). Investigaciones 

recientes en las que se ha estudiado la estructura cristalográfica de la enzima AChE 

humana, coinciden que el sitio activo de la enzima está revestido por residuos de 

aminoácidos aromáticos que forman los dos sitios de unión a ligandos. El PAS, es 

un sitio alostérico de la enzima (Johnson & Moore, 2006), y se sitúa a la entrada del 

desfiladero, se cree que guía a los esteres de colina hacia el sitio catalítico (Radić, 

Reiner, & Taylor, 1991), y está conformado por los residuos de aminoácidos Tyr72, 

Tyr124, Tyr341, Trp286 y  Asp74. El CAS, situado al fondo del desfiladero y está 

formado por la triada catalítica (también conocida como subsitio esterásico) 

involucrada en la hidrolisis de ACh, formada por los residuos de aminoácidos de 

Ser203, His447 y Glu334. El subsitio aniónico en el cual el grupo cuaternario de la 

colina interacciona y consiste en Trp86. El área adyacente a la triada catalítica se 

encuentra el agujero oxianión o bolsillo de unión oxianiónico, formado por residuos 

de Gly121, Gly122 y Ala204 que interactúan con el oxígeno del carbonilo de la ACh 

y estabiliza los estados de transición de acilación de desacilación. El bolsillo de 
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unión a acilo (Phe295, Phe297 y Trp236) estabiliza al grupo acetil de la ACh 

(Bennion et al., 2015; Saini & Saxena, 2018). Otro mecanismo de la enzima que se 

ha estudiado y se reporta en diferentes bibliografías es sobre la alta velocidad de 

hidrolisis que posee la enzima. Donde investigaciones que involucran estudios 

computacionales y cristalografía de rayos X proponen la existencia de tres regiones 

de la enzima implicadas en la eliminación de los productos de hidrolisis de la ACh, 

conocidos como “puerta trasera” que incluye al Trp86, Gly448 y Tyr449, “puerta 

lateral” formada por Asp74, Asn87, Leu76 y Met85 y la “puerta de bucle de acilo” 

formado por Trp236, Arg247 y Phe297 (Colletier et al., 2007; Sanson et al., 2011; 

Xu, Cheng, Sussman, Silman, & Jiang, 2017). Los resultados del acoplamiento 

molecular del compuesto E16 que se obtuvieron en este estudio, indican que la 

interacción del anillo aromático del compuesto con el Trp86 de la AChE, podría estar 

modulando la actividad de la “puerta trasera” de la enzima y con ello inducir la 

inhibición de su función catalítica. Nuestros resultados proporcionan una nueva 

propuesta para el diseño racional de inhibidores de la AChE que funcionen como 

fármacos para el tratamiento de la EA o como insecticidas.  
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CAPÍTULO VI. CONCLUSIONES 
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De los resultados obtenidos durante la evaluación de los ocho compuestos 

derivados de oxazolonas y de los tres intermediarios sintéticos que se utilizaron en 

este estudio se concluye, que siete de los ocho compuestos ensayados 

demostraron inhibir a la AChE por arriba del 50% a una concentración de 300 µM e 

inhiben a la enzima de forma reversible. De los siete compuestos que inhibieron a 

la enzima en más del 50%, cinco se caracterizaron como inhibidores competitivos, 

uno como inhibidor no competitivo y uno como inhibidor acompetitivo De todas las 

oxazolonas ensayadas sobresale la oxazolona E16, como el compuesto que inhibe 

con mayor potencia a la enzima AChE con base al valor de su CI50. También es el 

compuesto con el que se obtuvo un valor de Ki menor, indicando tener más afinidad 

para unirse a la enzima.  

El análisis de acoplamiento molecular mostro que todos los compuestos se 

unen al sitio activo de la enzima de manera favorable, según los resultados 

obtenidos de las energías de afinidad. El compuesto E16 se acomoda en el sitio 

activo, en donde el anillo aromático más distal se posiciona cerca de los 

aminoácidos que integran el sitio periférico aniónico (PAS). Por otra parte, se 

encontró una interacción  π-π entre el anillo aromático de E16 y Trp86 del subsitio 

aniónico. El programa utilizado no detecto otro tipo de interacciones. 
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