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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 funcién es terminar el impulso nervioso al
hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina (ACh) en colina y acetato en la hendidura
sindptica y con ello modular la neurotransmisién. Por lo que las investigaciones que
involucren la inhibicion de esta enzima tienen un gran interés en el area de la
biomedicina, al desarrollar medicamentos para el tratamiento de patologias donde
la concentracion del neurotransmisor esta disminuido. En la agroquimica, la
inhibicion de la AChE tiene particular interés con el desarrollo de compuestos

utilizados en el control de plagas de cultivo.

En la presente investigacion “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 evalud la capacidad de estos compuestos para
inhibir a la AChE humana utilizando el método espectrofotométrico de Ellman. Se
llevé a cabo una prueba de cribado para conocer la capacidad inhibidora de los
compuestos sobre la enzima, se determiné la potencia de los compuestos que
inhibieron por arriba del 50% a la enzima en la prueba de cribado al obtener la Clso,
se determind la constante de inhibicion (Ki) y se conocié el modo de inhibicion de
cada compuesto. Por ultimo, se realiz6 un andlisis 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

Xv



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
UMy una Clso de 9.2 £ 2.3 uM. El analisis de acoplamiento molecular reflejo que el
compuesto E16 se une a la enzima en el sitio activo y presenta una interaccion -1t
entre uno de los anillos aromaticos del compuesto y el Trp86 del sibsitio anidnico
(SA). Con base en los resultados, el compuesto E16 puede ser una opcion para ser

utilizado como farmaco anticolinesterasa o como insecticida.
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CAPITULO I. INTRODUCCION



Las enzimas son moléculas especializadas que se encargan de catalizar las
reacciones necesarias para la existencia de los sistemas biolégicos (Voet, Voet, &
Pratt, 2016) y se destruyen por calor himedo a 100 °C (Alef & Nannipieri, 1995).
Para que el organismo mantenga su homeostasis debe existir un equilibrio dinamico
o de regulacién enzimatica adecuado entre estas moléculas y sus sustratos
(Quintero Lizaola et al., 2003). Esta reaccion se lleva a cabo en un lugar especifico
de la enzima, llamado sitio catalitico y el método sencillo y mas utilizado para evaluar
la velocidad de las reacciones catalizadas por las enzimas (cinética enzimatica) es
el método de Michaelis—Menten, el cual es util no solo para medir la velocidad de la
reaccion sino también nos permite conocer la afinidad de la enzima por un sustrato
y la afinidad de una molécula inhibidora por la enzima, asi mismo es de utilidad para
determinar el modo de inhibicion. Al hablar de inhibicion enziméatica nos referimos a
las moléculas que interaccionan con la enzima impidiendo que ésta realice la
reaccion con un sustrato. De tal manera, que los inhibidores enzimaticos tienen su
aplicacién al ser utilizados como farmacos 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 disminucion en la cantidad de neuronas
productoras del neurotransmisor acetilcolina (ACh) y por lo tanto, una disminucion
en la concentracion del neurotransmisor, el cual es rapidamente hidrolizado por la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) (Rodriguez et al., 2017). Por otra parte, la
inhibicion enzimatica también ha encontrado aplicacion en el campo de la
agroquimica al utilizar compuestos que inhiben la AChE en contra de las plagas de

cultivo por lo que su aplicacion directa es en el uso de insecticidas o pesticidas.



La Acetilcolinesterasa (EC 3.1.1.7), es una enzima serina hidrolasa presente
en las sinapsis del sistema nervioso colinérgico de los vertebrados y artropodos,
incluyendo a los insectos y termina la transmision sinaptica colinérgica por hidrolisis
del neurotransmisor acetilcolina (Quinn, 1987; Taylor et al., 1995). La inhibicién
irreversible de AChE es el mecanismo principal de accion de muchos ésteres
organofosforados (OF), incluidos pesticidas y agentes nerviosos altamente toxicos.
Estos compuestos ejercen toxicidad aguda a través de la fosforilacién del oxigeno
de la serina del sitio activo AChE (Lépez-Duran et al., 2018). Por lo tanto, la hidrdlisis
deteriorada de la acetilcolina conduce a la acumulacion del neurotransmisor en los
receptores muscarinicos y nicotinicos. La siguiente sobreestimulacién de los
receptores colinérgicos periféricos y centrales causa la interrupcion 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 sera revertido
espontaneamente. 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 exposicion, 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 farmacos empleados en el tratamiento de EA

(Rodriguez et al., 2017).

La mayoria de los compuestos heterociclicos de cinco y seis miembros que

contienen nitrégeno, azufre y oxigeno tienen una enorme importancia en el campo



de la quimica médica (Aaglawe, Dhule, Banhekar, Wakte, & Shinde, 2003). Las
oxazolonas son compuestos heterociclicos de cinco miembros que contienen
nitrégeno y oxigeno como heteroatomos. Las posiciones C-2 y C-4 dela oxazolona
son responsables de sus actividades biologicas tan diversas. Las oxazolonas
desempefian un papel importante en la sintesis de una variedad de moléculas
organicas, incluidos aminoacidos (Lamb & Robson, 1931), aminoalcoholes, tiamina
(Ismail, 1991) vy péptidos (Madje, Ubale, Bharad, & Shingare, 2010). Ciertas
oxazolonas naturales y sintéticas también poseen actividades biolégicas
importantes, como antiinflamatorios (Goksen et al., 2007), antimicrobianos (Argade,
Kalrale, & Gill, 2008; Tandon, Coffen, Gallant, Keith, & Ashwell, 2004),
anticancerigenos (Jat, Mishra, & Pathak, 2012), anti-VIH (Witvrouw, Pannecouque,
De Clercq, Fernandez-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
razén, los derivados de oxazolona desempefian un papel vital en la fabricacién 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 sintesis de derivados de oxazolona se
lograron por condensacion de aldehidos con N-benzoil / N-acetilglicina en presencia
de reactivos y catalizadores diversos como ZnO/Ac20 (M.A. Pasha, Jayashankara,
Venugopala, & Rao, 2007), KF / NaOAc (Bautista et al., 2002), TsCI/DMF

(Moghanian, Shabanian, & Jafari, 2012), Al203-H3BOs (Kashyap, Chetry, & Das,
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1998), Nano- MgO (Sadeq, Chandrappa, & Mohamed, 2013), sales de Bi (lll)
(Khodaei, Khosropour, & Jomor, 2003), ZnCl. (Rao & Venkataraman, 1994)y Pb
(OAcC): (Cavelier & Verducci, 1995). O bien, mediante reacciones de &cido hiparico
con aldehidos 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 investigacion se evalué la actividad inhibitoria que tienen los
compuestos derivados de oxazolonas sobre la enzima acetilcolinesterasa humana
(AChE). Actualmente los farmacos 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 toxicos para el ser humano por lo que su uso esta 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 podrian ser una alternativa como tratamiento en

enfermedades neurodegenerativas o bien se podrian usar como pesticidas.



1.1 Antecedentes

Una disminucion en la concentracion de acetilcolina puede causar
desérdenes 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 estimulacion continua de los receptores nicotinicos 0 muscarinicos,
provocando una excitacion continua en la placa neuromuscular, efecto indeseado
gue puede llevar al deceso del organismo que lo padezca (Estrada, Berrouet, &
Giraldo, 2016). Por lo tanto, realizar estudios que involucren la inhibicion de la
enzima AChE es de suma importancia en el ambito biomédico y en el de la

agroquimica.

Actualmente, los inhibidores de la AChE se pueden encontrar como farmacos
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, ademas
de provocar efectos adversos severos, como el dafio hepatico 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
gue actualmente son usados con este fin, han demostrado ser muy dafiinos 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



tienen actividad inhibitoria sobre la AChE (Cavas et al., 2017; Zhang et al., 2014).
Estos son compuestos heterociclicos que tienen como heteroatomos a un nitrégeno

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

O

=/

Figura 1.1. Estructura de la oxazolonas.

Su estructura la podemos encontrar en farmacos diversos tales como,
antimicrobianos, sedantes, antidiabéticos, antiviricos, anti-HIV, antimicéticos,
anticancerigenos, 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 reaccion 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



concentracion optima de sustrato, que en este caso fue de 1.0 mM. Por otra parte,
el pH y temperatura éptimos 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 correlacion altos, entre los resultados experimentales y
los proporcionados por la red neuronal artificial, por lo que, constataron que la
técnica implementada permite predecir la inhibicion enzimética. Con base en sus
resultados, sugirieren que se realicen mas estudios que incluyan ensayos in vitro,
donde se evallen estos compuestos como inhibidores de la AChE, ya que hasta
antes de esta publicacion, no existe ningun estudio cientifico en donde se evallen
estos compuestos como inhibidores enziméticos ya que solamente se habian
estudiado sus propiedades Opticas, por lo que se puede decir que esta investigacion
es el primer estudio donde se evallan este tipo de compuestos como inhibidores de
la AChE. Por otra parte también sugirieron que se realicen estudio in vivo, una vez

gue 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 actlan sobre los receptores
nicotinicos de la acetilcolina, por lo que indicaron que los compuestos estudiados
son agonistas potentes de tales receptores, razon por la cual proponen usarlos como
insecticidas en contra de las plagas de cultivo. La actividad insecticida se evalu6
rociando plantas de follaje con los compuestos y, se determind que la mortalidad de

los insectos ocurrié en promedio de 6 dias de tratamiento, demostrandose que son



efectivos en contra de pulgones, mosca blanca y especies de saltamontes, asi
mismo se determind la concentracion letal media (CLso) en partes por millén (ppm)
de cada compuesto ensayado y para cada organismo no deseado. Los valores de
CLso 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 accion funcional sobre los nAChR de los
insectos, se utilizé un cultivo celular de neuronas de embriones de cucaracha
americana, el cual fue cargado con una sonda sensible al calcio; obteniendo como
resultado una movilizaciébn de este ion conforme se adiciona el compuesto,
indicando agonismo de los receptores nicotinicos. Se determinaron valores de la
concentracion media efectiva (CEso) para el mejor compuesto ensayado, la cual fue
de 3.4 pM, comparado con 0.9 y 0.4 uM para la nicotina y el imidacloprid
respectivamente. Se concluy6 que los compuestos derivados de oxazolonas N-
sustituidas acttan sobre los receptores nicotinicos de la acetilcolina y sugirieron que

sean utilizados como insecticidas; ademas que se realicen mas estudios a fondo.

En un estudio de tesis reciente se evaluo el efecto de un compuesto derivado
de oxazolonas sobre el sistema nervioso de ratones con déficit de memoria inducida
por escopolamina (Cota, 2018) se determiné que la dosis minima efectiva del
compuesto evaluado para generar una mejora cognitiva comparada con la que se
obtuvo con el uso de un farmaco anticolinesterasico de referencia como lo es la
tacrina, fue de 50 pg/kg. También se realizdé un experimento en el que se utilizé un

compuesto antagonista selectivo de los receptores a7-nAChRs de la acetilcolina



para bloquear la respuesta colinérgica, la cual se revirtié con la administracion del
compuesto derivado de oxazolonas evaluado en este estudio, por lo que se
determind que el compuesto de prueba ejerce efecto sobre el sistema nervioso
colinérgico al revertir el bloqueo de tales receptores. Por lo anterior se concluyd,
gue el compuesto estudiado puede ser un farmaco inhibidor reversible de la
acetilcolinesterasa pero que también puede comportarse como agonista de los
receptores nicotinicos de la acetilcolina, por lo que podria ser usado como

insecticida y sugiere se realicen mas estudios.
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1.2 Justificacién

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 busqueda de medicamentos nuevos,
implica posibilidades terapéuticas diferentes. Por otra parte, los compuestos OF y
los carbamatos son Utiles como pesticidas, pero su toxicidad representa un
problema de salud publica 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, porlo que los compuestos derivados de oxazolonas,

podrian ser una opcion farmacoldgica, asi como su uso insecticida.
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1.3 Hipétesis

Los compuestos derivados de oxazolonas producirdn un efecto
farmacoldgico 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 farmacoldgico
inhibitorio de compuestos derivados de oxazolonas sobre la actividad enzimética de

la acetilcolinesterasa humana, utilizando técnicas espectrofotométricas.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Realizar una prueba de cribado para determinar el grado de inhibicién que
producen 8 compuestos derivados de oxazolonas y 3 intermediarios
sintéticos sobre la enzima AChE.

2. Determinar la potencia de los compuestos con fraccidén de inhibicibn mayor
sobre la AChE mediante la dosis inhibitoria media (Clso).

3. Determinar la constante de inhibicion (Ki) y el tipo de inhibicion mediante la
ecuacion 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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CAPITULO II. TEORIA 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 bioldgicos (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 area médica. Las enzimas son proteinas,
gue tienen funcién catalitica, este término se refiere a que tienen la capacidad de
degradar, conservar y transformar sustratos especificos (Mckee & Mckee, 2009;
Nelson & Cox, 2015). Muchas enzimas poseen moléculas adicionales no proteicas
0 iones metalicos, que participan y extienden la capacidad catalitica de la enzima,
a estas moléculas se les conoce como grupos prostéticos, cofactores y coenzimas

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

Sitio Activo

Cofactor \(O Coenzima

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 mas importantes se encuentran las siguientes:

1. Velocidad de reaccién muy elevada. Las reacciones catalizadas por las
enzimas tienen una velocidad mucho mayor que las reacciones sin
catélisis.

2. Condiciones de reaccion mas suaves. La catélisis enzimatica requiere de
ciertas condiciones para producirse, como lo es: temperatura inferior a los
100 °C, presion atmosférica y pH casi neutro. Difiriendo asi la catalisis
quimica.

3. Especificidad. Las enzimas reaccionan y actlan sobre un sustrato
especifico, o un grupo de ellos, donde la distribucion de carga del sustrato
permite la entrada e interaccion con el sitio activo de la enzima.

4. Capacidad de regulacion. Gracias a su estructura y tamarfio, 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
especifico de la molécula llamado centro activo (Stryer et al., 2015) o sitio de unién
(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 aminoacidos que forman el sitio

activo, se encuentran ordenados de manera especifica para atraer al sustrato, de
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tal manera, que cualquier molécula diferente al sustrato, tanto en forma, como en
conformacion de grupos funcionales, no podra unirse a la enzima. (Figura 2.2).Dicha
unioén entre el sustrato y la enzima se da por interacciones reversibles como, enlaces
electrostaticos, puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas y también lo hara por enlaces covalentes produciendo interacciones

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

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

2.2 Clasificacion

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 ambigiedades (Feduchi, Romero,

Yafiez, Blasco, & Garcia-Hoz, 2015; International Union of Biochemistry and
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Molecular Biology, 2021). De acuerdo a este sistema las enzimas se clasifican
segun el tipo de reaccién que cataliza en 6 clases y subclases como se puede
apreciar en la Tabla 2.1. En esta clasificacion, se asignan dos nombres a cada
enzima (el nombre aceptado o recomendado y el nombre sistematico) y un nimero
de clasificacion formado por cuatro numeros y las letras EC, que provienen del
inglés Enzyme Commission. Por ejemplo, la para la enzima EC 3.1.1.7, su nombre
sistematico es acetilcolina acetil hidrolasa y el nombre aceptado o recomendado es

acetilcolinesterasa.

Tabla 2.1. Clasificacion y subclasificacion de las enzimas (Feduchi et al., 2015).

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.

Ligasas Sintetasas, carboxilasas.

2.3 Cinética Enzimaética

La cinética enzimatica es el estudio de la catéalisis enzimatica, el cual
proporciona informacion sobre las velocidades de la reaccion, permitiendo hacer un

seguimiento de las reacciones enzimaticas para medir la afinidad de las enzimas
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por los sustratos e inhibidores, ademas ofrece informacion importante sobre los
mecanismos de reaccion. La cinética enzimatica también es Gtil para describir como
se regulan las rutas metabdlicas en los sistemas biolégicos. Al medir la velocidad
de la reaccion bioquimica, se obtiene el cambio en la concentracion de un reactante
0 de un producto por unidad de tiempo, esto quiere decir que la velocidad de la
reaccion 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 esta llevando la reaccién, la temperatura y la fuerza
ionica entre la enzima y el sustrato, asi como el orden de reaccion. 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 mas utilizado para
evaluar la velocidad de una reaccion catalizada por enzimas, consiste en cuantificar
el incremento del producto de la reaccion en funcidn del tiempo a concentraciones
diferentes del sustrato (Stryer et al., 2015). La ecuacion de Michaelis-Menten ha
sido usada por mas de 100 afios para evaluar la cinética enzimatica (Cornish-
Bowden, 2015) y en la actualidad investigaciones diversas confirman que la
ecuacion de Michaelis-Menten sigue siendo un modelo excelente que permite

describir la actividad catalitica 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 transicion, 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 férmula siguiente:

K
1
N K
E+S ES 2 E+P
K1

Donde:

k1: constante de velocidad de la formacion de ES.

K.1: constante de velocidad de la disociacion de ES.

ko: constante de velocidad de la formacion y liberacion del producto del sitio activo.

Segun el modelo de Michaelis-Menten, k-1 es despreciable en comparacion
con k1 y, la velocidad de formacion de ES, es igual a la velocidad de su degradacion
durante el mayor tiempo de la reaccion (Mckee & Mckee, 2009; Stryer et al., 2015).
Leonor Michaelis y Maud Menten introdujeron una constante nueva, que hoy en dia
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 ecuacion siguiente:

K, *+ISI

Donde Vmaxes la velocidad méaxima que puede alcanzar la reaccion. Km es la

concentracion de sustrato a la que se obtiene una velocidad igual a la Vmax /12 Y,
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refleja la afinidad de la enzima por el sustrato, cuando menor sea el valor de Km
mayor sera la afinidad de la enzima por la formacién del complejo ES (Mckee &
Mckee, 2009) y [S] es la concentracion del sustrato. La actividad enzimatica se mide
en unidades internacionales (Ul). Una Ul se define como la cantidad de enzima que
produce 1 pumol 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
umol de sustrato por minuto a 25 °C. (Feduchi et al., 2015) Este modelo también se

puede representar graficamente (Figura 2.3).

Figura 2.3. Diagrama de Michaelis- Menten.

2.5 Inhibidores enziméaticos

Un inhibidor enzimético es una sustancia, molécula o ion que se une a la
enzima disminuyendo su actividad. Esta inhibicion es la manera biologica de
controlar los mecanismos enzimaticos, siendo este mecanismo de inhibicion muy

importante para regular las vias metabdlicas (Stryer et al., 2015). Estas moléculas
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gue reducen la actividad enzimatica, se encuentran como farmacos, conservadores
alimenticios e inclusive venenos, por ejemplo el uso de agentes nerviosos con fines
bélicos (Cavalcante et al., 2020). El estudio de la inhibicién enzimatica es de gran
utilidad, ya que permitira describir el mecanismo de reaccién catalizada por las
enzimas, pero resulta muy importante para la busqueda y fabricacion de farmacos
(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 rapida y facilmente (Feduchi et al., 2015; Stryer et al., 2015).
La inhibicion reversible se origina cuando el efecto ocasionado por el compuesto
inhibidor puede ser contrarrestado al aumentar la concentracion del sustrato, o bien
cuando se elimina la molécula inhibitoria, siempre y cuando la enzima no sufra
ningun cambio (Mckee & Mckee, 2009). Dentro de la inhibicion reversible,

encontraremos tres tipos diferentes de inhibicion:
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a) Inhibicion 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 inhibicion competitiva no se formara el complejo enzima-sustrato (ES)
y tampoco se formard el producto (Figura 2.4). En este caso, se formara el
complejo enzima-inhibidor (El), el cual se disocia con facilidad dejando a la
enzima libre nuevamente para unirse al sustrato. Este tipo de inhibicién se
puede superar al aumentar la concentracion del sustrato, de tal manera que
la Vmax N0 cambia, pero km si aumenta (Mckee & Mckee, 2009). El inhibidor
suele ser una molécula de estructura diferente pero semejante al sustrato

(Feduchi et al., 2015).
U]
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Figura 2.4. Representacion esquematica de Inhibicion competitiva. a) Ecuacion que
representa la inhibicibn competitiva en presencia y ausencia de inhibidor (Feduchi et al.,
2015). b) Gréfica de Lineawever-Burk, para ejemplificar el tipo de inhibicion 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 N0 se modifica. En cambio, el
intercepto en el eje horizontal si se modifica, observando que K, aumenta. (Mckee &
Mckee, 2009).
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b) Inhibicién no competitiva. En este tipo de inhibicion enzimética, el inhibidor
se une a la molécula de la enzima en un sitio alostérico, diferente al sitio
activo, y al unirse, cambiara la conformacion de la enzima impidiendo que el
sustrato se una a la enzima y por lo tanto no se formara producto. El inhibidor
se unird con la enzima en sitios diferentes favoreciendo la formacion de los
complejos El y ESI con la generacion de producto insignificante, este tipo de
inhibicion es a menudo una inhibicidbn mixta porque afecta la union del
sustrato a la enzima, asi como la formacién de producto, en este caso Vmax
disminuye y Km permanece sin cambios (Figura 2.5) (Murray et al., 2013;

Nelson & Cox, 2015).
E+S - ES » E + P
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Figura 2.5. Representacién esquematica de Inhibicibn no competitiva. a) Ecuacién que
representa la inhibicion no competitiva en presencia y ausencia de inhibidor (Feduchi et al.,
2015). b) Gréfica de Lineawever-Burk, para representar el tipo de inhibicién no competitiva
pura. Al graficar 1/v frente 1/ [S] en presencia de varias concentraciones del inhibidor, las
lineas interceptan el mismo “punto en el eje horizontal, por lo que Kyn no cambia. Por el
contrario Vmax, Si se modifica (Mckee & Mckee, 2009).

24



¢) Inhibicion acompetitiva o incompetitiva. Es aquella inhibicion enziméatica
en la que el inhibidor solo se une al complejo enzima-sustrato, interfiriendo
con la formacion de producto (Figura 2.6). Este tipo de inhibicion no puede
superarse al aumentar la concentracion del sustrato, por lo que el valor de

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

- E+P —
E+S «———— ES > Vo i
| Creciente
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1
0 —_
[S]
a) b)

Figura 2.6. Representacidon esquematica de Inhibicibn acompetitiva. a) Ecuaciéon que
representa la inhibicibn acompetitiva en presencia y ausencia de inhibidor (Feduchi et al.,
2015). b) Grafica de Lineawever-Burk, para representar el tipo de inhibicion acompetitiva.
Al graficar 1/v frente 1/ [S] en presencia de varias concentraciones del inhibidor, se observa
gue las lineas se desplazan hacia arriba y hacia la izquierda, indicando decremento de Kn,
Y Vmax (Mckee & Mckee, 2009).
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d) Inhibidor mixto. Este tipo de inhibidores enzimaticos pueden unirse tanto a

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

combinacion 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 inhibicion no competitiva mixta, el valor de

la Vmax disminuye y Km incrementa (Voet et al., 2016)(Figura 2.7).
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Figura 2.7. Representacion esquematica de la inhibicion del tipo no competitiva mixta. a)
Ecuacion que representa la inhibicion no competitiva mixta en presencia y ausencia de
inhibidor b) Gréafica de Lineawever-Burk, para ejemplificar el tipo de inhibiciébn no
competitiva mixta (Mckee & Mckee, 2009). Al graficar 1/V frente 1/ [S] en presencia y
ausencia de inhibidor, las lineas se interceptan en algun lugar del segundo cuadrante, pero
cercano a la linea horizontal. Nétese en la linea 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 utiles para explicar los grupos
funcionales del centro activo de la enzima, los cuales se pueden identificar después
gue son modificados por el inhibidor (Stryer et al., 2015). Los inhibidores

irreversibles se dividen en tres categorias:

a) Inhibidores irreversibles reactivos especificos de grupo. Son aquellas
moléculas que reaccionan con las cadenas laterales de los aminoacidos en
el centro activo, modificando la estructura de la enzima.

b) Inhibidores irreversibles analogos del sustrato (marcados por afinidad). Son
moléculas muy parecidas al sustrato y se unen por enlaces covalentes a los
residuos de aminoacidos en el centro activo de la enzima.

¢) 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 autobnomo

El sistema nervioso autonomo (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 efectian sin que se tenga control sobre
ellas, esta constituido por estructuras diversas como los nervios, ganglios y plexos,
gue se distribuyen por todo el cuerpo, incluyendo corazdn, vasos sanguineos,
visceras, musculo liso y glandulas. La transmision del impulso proveniente del SNA
hacia los tejidos que inerva, se da en los ganglios nerviosos, a través de la via
parasimpatica. Estos ganglios son estructuras complejas donde se lleva a cabo la
sinapsis entre las neuronas. Esta sinapsis es posible gracias a la participacion de

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

2.8).
0 CHj,
e
/ N N 7 ——CH;
CHy o c \
> CHs
Acetilcolina

Figura 2.8. Estructura quimica de la Acetilcolina (ACh). Un éter de acido acético y colina
(Flores & Segura, 2005).

Un neurotransmisor es una sustancia quimica secretada por las neuronas,
cuya funcién es transmitir informacion 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 regulacién de

la funcion cardiaca; también son los responsables de la regulacién del suefio, la
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memoria, la conciencia, el aprendizaje, los estados de animo, 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, estan inervadas por acetilcolina, por lo que la funcion cortical esta
determinada en gran medida por la sinapsis colinérgica. La transmision de sefiales
se da a través de dos grupos de receptores: los receptores muscarinicos (mMAChR)

y los receptores nicotinicos (nAChR).

Hipacampo

Grupo colinérgico tegmentario
del tronco del encéfalo

Figura 2.9. Distribucion de las vias colinérgicas en el cerebro. Las neuronas colinérgicas
centrales se localizan en el nacleo basal de Meynert y los ndcleos septales. Las neuronas
del nucleo basal proyectan axones colinérgicos hacia la corteza cerebral y las neuronas
colinérgicas septales lo hacen al hipocampo. Estas proyecciones colinérgicas participan en
la activacion cortical y la memoria, sobre todo la consolidacion 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
proteinica que se encuentran en las membranas de las células nerviosas
postsinapticas. Estos receptores reconocen a la ACh cuando es liberada al espacio
sinaptico y por accion de esta, modifican la conformacién de la membrana,
provocando cambios en ella, haciéndola mas permeable a los iones, principalmente
al sodio y al potasio, alterando el potencial en la membrana postsinaptica y teniendo
como resultado que la neurona postsingptica participe en la transmision de
impulsos. Se reconocen dos tipos de receptores colinérgicos, los receptores
nicotinicos o ionotropicos (LGICs: Ligand-gated ion channels) y los receptores
muscarinicos, acoplados a proteinas G (GPCRs) llamados metabotropicos (Chen,
Cheuk, Shin, & Kwong, 2019; Flores & Segura, 2005; Sanabria, Alvarado, & Monge,

2017).

2.7.1 Receptores nicotinicos

Los receptores nicotinicos de la ACh (nAChR) son una clase importante de
receptores excitadores en el sistema nervioso central de los artropodos y deben su
nombre al agonista natural de la ACh (Le Mauff et al., 2020; Pohanka, 2012). Los
NAChR son proteinas transmembranales inotropicas cationicas, compuestos de 5
subunidades dispuestas alrededor de un poro central, formando un canal cationico
gue permite la difusién de los iones Ca*?, Na*? y K* a través de la membrana,
provocando su despolarizaciéon y participan en varios procesos biolégicos (Flores &

Segura, 2005; Miller & Kamens, 2020). Los nAChR estan ampliamente distribuidos
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por todo el sistema nervioso central (SNC) donde modulan la liberacion de
neurotransmisores en las neuronas presinapticas y en el sistema nervioso periférico
(SNP) ubicandose en la membrana postsinaptica donde median respuestas
excitatorias en la sinapsis neuronal rapida (Egleton, Brown, & Dasgupta, 2008). Este
tipo de receptores son pentameros conformados por subunidades distintas (a1 -a10,
B1-PB4, v, dy ¢)yla conformacion mas frecuente es la formada por subunidades a
idénticas, una 3, una y y una d organizadas en secuencia formando un poro central

(Figura 2.10).
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Figura 2.10. Conformacion de los nAChR. A) Conformacion de membrana de una
subunidad neuronal nAChR. B) Cinco subunidades se ensamblan para formar una
subunidad funcional. C) Los receptores homoméricos constan de subunidades a solamente.
D) Los nAChR de alta afinidad son heteroméricos y consisten en una combinacién de
subunidades a y B. (Corradi & Bouzat, 2016).
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En el sistema nervioso el receptor nicotinico a7 (a7nAChR) desempefia
funciones criticas asi como en la via inflamatoria colinérgica, se ensambla como un
homopentamero 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 niumero de estos receptores disminuye en la
corteza y en el hipocampo, explicando asi el déficit en la capacidad de union 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 depresidn, el trastorno por déficit
de atencion con hiperactividad, la adiccion al tabaco y la EA (Taly, Corringer,
Guedin, Lestage, & Changeux, 2009). La distribucion cerebral de estos receptores
es homogénea y forman parte de diferentes vias singpticas, como se muestra en la

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

2.7.2 Receptores muscarinicos

Los receptores muscarinicos (MAChR) son receptores acoplados a proteinas
G (GCPRs). De manera general, las proteinas G son trimeros heterogéneos
formados por subunidades a, B y y, aunque también hay proteinas G monomeéricas.
Los GCPRs son glicoproteinas que integran la membrana plasmatica con 7
segmentos helicoidales constituidos aproximadamente por 24 aminoacidos que

atraviesan la membrana (Figura 2.12).
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Figura 2.12. Estructura del mAChR. Representacibn de los siete segmentos
transmembrana (TM1 — TM7), bucles extracelulares e intracelulares (j1, i2 y j3), los cuales
son importantes porque facilitan el reconocimiento con la proteina G.

La activacion de los GCPRs provoca cambios en la concentracion de
metabolitos en el interior de la célula, lo que provoca efectos de respuesta lenta,
pero mas duradera, debido a la vida media del metabolito intermediario producido,
por lo que a los MAChR también se les conoce como receptores metabotropicos
(Sanabria et al., 2017). De tal manera que las respuestas intracelulares dependen
de la proteina G a la cual se acoplan los mMAChR, provocando respuestas rapidas o
lentas con activacion o inhibicibn de vias de mensaje diversas. Se conocen 5
subtipos de mAChR (M1-M5) que activan vias mdltiples de sefalizacion y tienen
una funcion fisiolégica muy importante en la conservacion de las funciones
cognitivas, en la regulacion de la contraccion muscular y en la frecuencia cardiaca.
En ciertas patologias como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Parkinson, se ha observado que existe una pérdida de la expresién de los

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

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

organismo.

Tabla 2.2 Distribucion de los receptores de tipo muscarinico. ( (Flores & Segura, 2005).

M1 M2 M3 M4 M5
Corteza cerebral Cerebro Hipocampo Tubérculo Cuerpo estriado
olfatorio
Ganglios basales Tronco del Corteza cerebral Cuerpo Hipocampo
encéfalo estriado
Tubérculo Hipocampo Estructuras Corteza Corteza cerebral
olfatorio talamicas cerebral
Cerebro medio Cerebro medio Cuerpo estriado  Hipocampo
Hipocampo Tubérculo Pulmoén
olfatorio
Corazon
Musculo liso

2.8 Acetilcolinesterasa

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

segun su clasificacion, que cataliza la hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina. El

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

identifican dos sitios de union del ligando, uno es el sitio catalitico activo (CAS),

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

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

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

se divide en dos subunidades; el sitio esterasico con la triada catalitica (compuesta
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por unidades de Ser203, His447 y Glu334) y el subsitio anionico de unién a colina
con el Trp86, Tyr337 y Phe338 (numeracion de AChE humana). También posee un
bolcillo de unién a acilo en donde destacan los residuos de aminoacidos Trp 236 y
las Phe 295 y 297, y el orificio oxianionico formado por residuos de Gly121, Gly122
y Ala204 que interactian con el oxigeno carbonilico de la ACh (Marakovi¢,
KnezZevié, Vinkovié, Kovarik, & Sinko, 2016; Rosenberry et al., 2017; Saini & Saxena,
2018). Durante el ataque enzimatico de la ACh se forma un éster, un intermediario
entre la enzima y el sustrato (acetil-enzima) y la liberacién de colina. Al hidrolizarse
el intermediario acetil-enzima se obtiene la formacion de acetato y enzima activa.
La hidrdlisis rapida de ACh por la AChE hace de esta ultima, una de las enzimas
mas eficientes, ya que una molécula de AChE puede hidrolizar 6x10° 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
catalitica formada por His-Ser- Glu en un ambiente hidrofébico. El PAS se observa cerca
de la entrada de la garganta. b) En la parte inferior se esquematiza la hidrdlisis de la
acetilcolina. Imagen tomada y modificada por Loic 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 aromaticos claves del bolcillo de unién 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
hidrégeno esta representada por lineas punteadas(Rosenberry et al., 2017).

La funcion principal de la AChE es la hidrélisis rapida del neurotransmisor
acetilcolina de los receptores nicotinicos en la sinapsis colinérgica (Loépez-Duran et
al., 2018; Pouramiri et al., 2017). Para que la acetilcolina pueda realizar su funciéon
en la transmision de impulsos nerviosos debe ser retirada inmediatamente de la
placa neuromuscular para evitar la activacion de receptores adyacentes, esto es

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

La inhibicion de AChE, ya sea reversible o irreversible, impide que la enzima
destruya a la acetilcolina liberada en la hendidura sinaptica de las células nerviosas,
teniendo como consecuencia un aumento en la concentracién y duracion del
neurotransmisor, lo que se traduce en una mejora cognitiva en pacientes con
deterioro neuroldgico. (Brunton, 2018). Esto se logra con el uso de compuestos
inhibidores de la acetilcolinesterasa también llamados compuestos colinesterasicos
0 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 bioldgicas (Cavalcante et al.,
2020) o como pesticidas altamente téxicos (Ferrer, 2003; Kushwaha, Verma, &
Chatterjee, 2016). A continuacion, se describird brevemente la clasificacion de estos

inhibidores.

2.9.1 Inhibidores reversibles

En esta clasificacion 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 inhibicion de la acetilcolinesterasa tendra una
duracion 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 catalitico, compitiendo con la acetilcolina e impidiendo la degradacion de esta
y, tiene como resultado un aumento en la concentracion del neurotransmisor en la
hendidura sinaptica, produciendo una duracion prolongada de su efecto. El uso
terapéutico de estos inhibidores es en el tratamiento de la enfermedad de EA y en
el diagnostico de la miastenia gravis. En cuanto a su toxicidad, provocan dafio
hepéatico. (Brunton, 2018). Por otra parte, también provocan efectos secundarios
indeseables como son los calambres, vomitos, diarrea, anorexia y pérdida de peso
(Lépez, 2015). Como ejemplos de estos inhibidores podemos mencionar diferentes
farmacos: el propidio, el edrofonio, la tacrina, el donepezilo, la galantamina y la

fasciculina.

2.9.1.2 Inhibidores reversibles del carbamato

Este tipo de farmacosinhibidores, al igual que el grupo anterior, tienen como
objetivo, impedir que la AChE hidrolice a la ACh, para mantener la concentracion
elevada del neurotransmisor. Algunos de los usos terapéuticos de estos inhibidores
son en el tratamiento de la miastenia gravis, la EA y el ileo paralitico. En cuanto a
los efectos secundarios que pueden provocar, se encuentran las nauseas, vomito,
dolor estomacal, vértigo y broncoconstriccién (Brunton, 2018). En esta categoria 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 acido
carbamico. Estan catalogados como menos dafiinos y menos toxicos que los
compuestos organofosforados por lo que son utilizados en jardineria; sin embargo,
se ha demostrado que son peligrosos para organismos acuaticos. El mecanismo de
accion 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 degradacion de la ACh y como
consecuencia, la acumulacion del neurotransmisor afectara 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 pardlisis del
musculo 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 acido fosférico, &cido tiofosférico y otros acidos fosféricos vy, se
caracterizan porgue 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 funcién
enzimatica y provoca una acumulacién de ACh en las terminaciones nerviosas,
teniendo como consecuencia sindrome colinérgico que lleva a la muerte del
organismo con el que tenga contacto (Kushwaha et al., 2016). Su solubilidad alta en
lipidos, su peso molecular bajo y su volatilidad alta, facilitan su inhalacién, su
absorcion transdérmica y la penetracion en el sistema nervioso central (Scheffel,
Thiermann, & Worek, 2015). Entre estos compuestos inhibidores se tiene ademas
alos agentes nerviosos o inhibidores suicidas. Este tipo de sustancias son sustratos
modificados que contienen un grupo quimico que puede transformarse mediante la
reaccion originada por el enzima blanco, provocando su inactivacion. La interaccion
con la enzima se da en el sitio activo y genera un grupo muy reactivo que forma un
enlace covalente con un residuo aminoacido esencial y bloguea la funcién de la
enzima irreversiblemente (Murray et al., 2013). Entre algunos agentes nerviosos se
encuentra el Vx, el ciclosarin, el sarin, el tabun y el DFP. Los pesticidas
representativos de este grupo son el paratién, el metilparation, el malatién, el

diazinon y el clorpirifos.

En el caso de los inhibidores de la AChE utilizados en farmacologia, se busca
mantener por mas tiempo el neurotransmisor ACh disponible, para que se lleve a
cabo la sinapsis neuronal, esto es util en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como la EA, caracterizada por la pérdida de memoria, atencion,
suefio y aprendizaje. En enfermedades musculares como la miastenia gravis,
enfermedad autoinmune caracterizada por la presencia de anticuerpos en contra de

los receptores nicotinicos de la acetilcolina circulantes en sangre, asi como una
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disminucién del numero de receptores en la placa motora (Herrera Lorenzo, Infante
Ferrer, & Casares Albernas, 2009). Estos anticuerpos bloquean la transmisién
sinaptica acelerando la hidrolisis de la ACh, y en este caso, los inhibidores de la
AChE ayudan a mantener concentraciones elevadas del neurotransmisor por mas
tiempo en la unién neuromuscular, favoreciendo la activacion de los receptores
presentes y provocando la contraccién muscular (Brunton, 2018). En los problemas
oculares como el glaucoma, donde hay un deterioro del nervio optico que, con el
tiempo produce ceguera, con el uso de los inhibidores de la AChE se busca
aumentar la concentracion de ACh en los receptores nicotinicos provocando un
aumento de flujo del humor acuoso hacia el exterior reduciendo la presion
intraocular (Andr & Castillo, 2014). En el caso de los inhibidores irreversibles como
los OF y carbamatos, se busca que actien contra los insectos de plaga de cultivo
de manera efectiva, al evitar la hidrdlisis de la ACh, produciendo una acumulacién
del neurotransmisor en la hendidura sinptica y por ende acumulacion en los
receptores  nicotinicos 'y muscarinicos, dando como resultado una
sobreestimulacion de los receptores periféricos y centrales, provocando la
interrupcién 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 heterociclicos de 5 miembros
gue tienen nitrégeno y oxigeno como heterodtomos que se encuentran en tres
formas isométricas, una segun la ubicacién del carbonilo y dos segun la ubicacion

del enlace doble que contiene (Figura 2.15).

N 3
4

Figura 2.15 .Estructura quimica de las oxazolonas o azlactona

Las oxazolonas son intermediarios importantes en la sintesis de varios
compuestos como aminoalcoholes aminoacidos y colorantes (Fozooni, Tikdari, &
Hamidian, 2008; Tikdari, Fozooni, & Hamidian, 2008; Towns, 1999). Las oxazolonas
también son importantes en la fabricacion de farmacos con actividad bioldgica, de
tal manera que podemos encontrar el esqueleto de la oxazolonas formando parte
de muchos compuestos con funcién farmacoldgica, como antibiéticos (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), antifingicos y antimicrobianos
(Aparna & Sharada, 2018; Desai, Bhavsar, & Baldaniya, 2009; Sharada et al., 2014)

entre otros farmacos. Estudios recientes mencionan que este tipo de compuestos
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también presentan inhibicion de la AChE y recomendaron con base en sus
resultados, realizar una mayor investigacion que involucre estudios in vitro (Cavas,
et.al. 2017). Por otra parte, también se afirma que los derivados de oxazolonas
actian como agonistas de nAChRs, por lo que representan una alternativa
novedosa para ser utilizados como insecticidas y combatir el dafio 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 busqueda de compuestos
nuevos que puedan utilizarse como farmacos auxiliares en el tratamiento de
enfermedades como el Alzheimer o bien en la bausqueda de insecticidas contra de

las plagas de cultivo que sean mas seguros, menos toxicos y mas eficaces.
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CAPITULO Ill. PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 Materiales y reactivos

8.

9.

8 compuestos derivados de oxazolonas y 3 intermedios sintéticos
Enzima acetilcolinesterasa humana marca Sigma Aldrich
Acetiltiocolina (ATCh 28.3 mmol) marca Sigma Aldrich
Amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.4 marca Sigma Aldrich
Proteina albumina sérica bovina (BSA) 1% marca Sigma Aldrich
Reactivo de Ellman (DTNB 10 mmol) marca Sigma Aldrich
Alcohol etilico 96°G.L. Marca Jalmex

Tubos eppendorf 1.7 mL y 200 pL

Puntillas 2,20,1000 pL

10. Centrifuga

11. Espectrofotémetro

12.Celdas de reaccion de plastico desechable de un paso de luz de 1 cm

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

pL 20 a 200 pL y de 100 a 1000 pL.

14. Gradillas

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

Genie 2, Scientific Industries, INC, USA

16. Contenedores de plastico para residuos liquidos

17. Agua destilada
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3.2 Preparacion de los compuestos.

Para la realizacion de esta investigacion se utilizaron ocho compuestos
derivados de oxazolonas y tres intermediarios (Figura 3.1), los cuales se sintetizaron
y caracterizaron quimicamente en el Centro de Graduados e Investigacion del ITT
en el laboratorio del Dr. Ignacio Rivero Espejel. Cada compuesto se disolvié en
alcohol etilico 96 G.L. y se agreg6 tween 80 al 1%, para posteriormente ser
utilizados en la determinacion de su capacidad inhibitoria sobre AChE la cual se

realiz6 mediante el ensayo de Ellman.

fe) o
N OH A /\n/OH
N
EA o] HO EB o
fe) o [¢]
= N=< N=
\o N Cl
E14 E16 E18

OH o (0]

o)
O\#\
\

% 7,

Figura 3.1. Estructuras quimicas. Estructuras quimicas 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 cominmente 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 acido 5,5 -ditiobis-2- nitrobenzoico (DTNB), para
hacer un seguimiento de la reaccion de hidrolisis 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
sustituciéon y 2-nitro-5-tiobenzoatato (TNB) (Figura 3.2), el cual tiene un color
amarillo; siendo este compuesto el que se medira espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 412 nm, para el seguimiento de la catalisis (Ellman et al., 1961;
Pohanka, Hrabinova, Kuca, & Simonato, 2011; Rodriguez, Zunino, & Dambolena,

2018).

~ ~ + +
//lef\s/&\ AChE ,  >N'_~ g, * CH;COOH

COOH
HOOC
s NO,
O,N S
HOOC Y COOH
O5N S
2 + HS NO,

S
N\
\

Figura 3.2. Mecanismo quimico del método de Ellman (Pohanka et al., 2011)
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Para realizar el ensayo de Ellman, se utilizé un espectrofotometroJenway
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. Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M, pH 7.4.
Solucion 1. Se disolvieron 6 g de fosfato de sodio monobasico monohidratado

(NaH2PO4) en 500 mL de agua destilada.

Solucién 2. Se disolvieron 7 g de fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HPO4)
en 500 ml de agua destilada. Se adiciono la solucion monobasica a la dibasica hasta
alcanzar un pH de 7.4, aproximadamente se prepararon 700 mL de solucién

amortiguadora. La solucién se conservo en refrigeracion.

B. Solucion de albumina de suero bovino (BSA) al 1%.
Se pesé 1 g de albumina bovina y se disolvié en 100 mL de agua destilada,

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

C. Solucion amortiguadora de fosfatos con albumina bovina (PBS 0.1 M,

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

D. Acido 5,5 -ditiobis-2- nitrobenzoico (DTNB) 10 mM
Se pesaron 51.52 mg de DTNB vy se diluyeron en 13 mL de PBS 0.1 M, pH
7.4. La mezcla se utilizo para preparar el reactivo de Ellman y el resto se almacend

en alicuotas 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 almacend a 4°C en frasco

ambar protegida de la luz.

F. Acetiltiocolina (ATCh) 100Mm solucion stock
Se disolvieron 173.50 mg de ATCh en 6 mL de agua destilada fria. Se

prepararon alicuotas de 300 pL y se congelaron a -20°C.

3.4. Prueba de cribado para determinar la actividad catalitica de los
compuestos sobre la enzima.

Para este experimento se prepararon suficientes tubos eppendorf con 970 pL
del reactivo de Ellman, (PBS + BSA al 0.01% + DTNB) los cuales se utilizaron en la
determinacién de la actividad enzimatica para cada compuesto. Se calibré el
espectrofotometro con un blanco de reactivo para cada concentracion de los
compuestos, colocando en una celda de reaccion 970 uL del reactivo de Ellman
mas lo indicado en la Tabla 3.1 para obtener un volumen final de 1 mL. Para correr
los controles, se procedid a colocar en los tubos eppendorf con reactivo de Ellman
(970 pL) 9 pL de PBS + BSA al 0.01% y 1 pL de etanol mas 10 pL del sustrato
(ATCh 5 mM) més 10 pL de la solucion de enzima previamente preparada a una
concentracion de 300 Ul, 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 reaccién para leer la actividad enzimatica a una
longitud de onda de 412 nm por 1 minuto.

Reactivo Problema Blanco de Control
(uL) reactivo (uL)
9 19 9
PBS. 0.1 M, pH 7.4/BSA
0.01%
Compuesto diluido en etanol 1 1 -
Enzima 10 - 10
Etanol - - 1

La mezcla se reservé a temperatura ambiente e inmediatamente se adiciono:
ATCh 5 mM 10 10 10

Se procedio a leer la actividad en el espectrofotbmetro a 412 nm.

Para realizar el cribado de los compuestos se corrieron los experimentos a
dos diferentes concentraciones en la escala micromolar (UM) para tener una
concentracion final de 100 uM y 300 uM de cada uno. La actividad enzimatica se
prob6 a temperatura ambiente por cero minutos (la reaccion inicié inmediatamente

al agregar el sustrato).

Los ensayos se repitieron por triplicado bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente para obtener el promedio y la desviacién estandar. Una vez
obtenidos los datos de la cinética, se calcul6 el porcentaje de actividad enzimética
de acuerdo a la Ecuacion 1, para calcular el porcentaje de inhibicidon se utilizo la

Ecuacion 2:

. , Ecuacion (1)
% Actividad = A Abs/min del compuesto X100

A Abs/min del control
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% de Inhibicion =  100% - % Actividad Ecuacion (2)

Una vez obtenidos los resultados se procedié a graficar el cribado utilizando
el software GraphPad Prism version 8.0, en donde el eje de las X represent6 a los

compuestos y el eje de las Y representd el % de inhibicion enzimatica.

3.5. Determinacion de la potencia de los compuestos con mayor porcentaje de
actividad inhibitoria mediante la CI50 con la AChE humana.

Para realizar el estudio de la potencia de los compuestos, se seleccionaron
las oxazolonas con una inhibicién mayor al 50%, tomado a partir de los resultados
de la prueba de cribado. La concentracion inhibitoria media (Clso) se midié a una
concentracion de sustrato fija de 5mM usando ocho concentraciones diferentes de
los compuestos, segun 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 concentracion final de los compuestos se tom6 1L de
la solucion stock para obtener una concentracion final de solvente no mayor al 1%
(Fekonja, Zorec-Karlovsek, El Kharbili, Fournier, & Stojan, 2007; Rodriguez et al.,

2018)
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Tabla 3.2. Preparacién de las ocho concentraciones finales con las que se llevé a cabo la
determinacion de la Clsp, para cada compuesto.

C M Log M [Final] pM [Stock], mM
C1 1x10”7 -7 0.1 0.01
C2 1x106 -6 1 0.1
C3 1x10°° -5 10 1
C4 5x10° -4.3 50 5
C5 1x104 -4 100 10
C6 3x104 -3.52 300 30
C7 5x104 -3.30 500 50
C8 1x10-3 -3 1000 100

La cuantificacion de la cinética enzimatica se llevd a cabo utilizando el
espectrofotometro anteriormente descrito en la seccion 3.1.y en las mismas

condiciones de la seccion 3.4 de este capitulo.

Para este experimento se prepararon suficientes tubos eppendorf con 970 pL
del reactivo de Ellman, (PBS + BSA al 0.01% + DTNB) los cuales se utilizaron en
las determinaciones de la actividad enzimatica para cada concentracién de los
compuestos. Se calibré el espectrofotdmetro con un blanco de reactivo para cada
una de las ocho concentraciones diferentes, colocando en una celda de reaccion
970 pl del reactivo de Ellman mas lo indicado en la Tabla 3.1 para obtener un
volumen final de 1 mL. Para correr los controles, se procedi6 a colocar en los tubos
eppendorf con 970 uL de reactivo de Ellman, mas lo indicado en la Tabla 3.1, para
obtener un volumen final de 1 mL. La solucién enzimatica previamente se preparé
a una concentracion de 300 Ul, para obtener un cambio de absorbancia de 0.2 a

0.3 Abs/min.
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Los ensayos se repitieron por triplicado bajo las mismas condiciones
anteriormente descritas para obtener el promedio y la desviacion estandar. Una vez
obtenidos los datos de la cinética, se calculd el porcentaje de actividad enzimatica
de acuerdo a la Ecuacion 1, para calcular el porcentaje de inhibicion se utilizé la
Ecuacion 2. Los valores de Clso se calcularon a partir de curvas de concentracion-
respuesta semi-logaritmicas de la concentracién de ligando versus la actividad de

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

3.7. Determinacion de la constante de inhibicion y el tipo de inhibicion
mediante la ecuacion de Michaelis-Menten para analizar la afinidad de los
compuestos sobre la enzima.

Para determinar la constante de disociacion del conjugado AChE-inhibidor se
prepararon 4 concentraciones crecientes del compuesto, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3mMy
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 solucion stock de sustrato a
100 mM, utilizando agua fria como disolvente. La calibracién del espectrofotémetro
se realiz6 con un blanco que se ley6 en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 412 nm., colocando en una cubeta de reaccion 990 uL del reactivo de Ellman
con 10 pL de sustrato (ACTh 100mM). Se prepararon suficientes tubos ependorff
con 970 uL del reactivo de Ellman segun el procedimiento antes descrito. Se prepard
una solucion de trabajo de enzima, para lo cual se tomé 1 pL de enzima de 1 pM y
se mezcl6 con 1000 pL de PBS. 0.1 M, pH 7.4/BSA 0.01%, paso posterior se midio
su actividad, corriendo un control y se verificd que su actividad se encontrara entre

0.2 y 0.3 Abs/min, para ello se mezclaron 970 pL del reactivo de Ellman con 10 pL
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de sustrato (ACTh 100 mM), 10 pL de la enzima y 10 yL de PBS. 0.1 M, pH 7.4/BSA
0.01%, se agité en un mezclador tipo vortice y se vertio el contenido de la mezcla
en una celda de reaccion para espectrofotometro y se tomé la actividad enziméatica

a 412 nm por 1 minuto.

Para el ensayo se corrieron controles utilizando la solucion de enzima y cada
una de las concentraciones diferentes del sustrato, segun la Tabla 3.3. Para ello se
mezclaron 970 uL del reactivo de Ellman con 10 uL de la enzima mas 10 uL de
etanol, se agitdo la mezcla y se adicionaron 10 pL del sustrato de concentracion
menor, inmediatamente se procedio a tomar lectura en el espectrofotometro. Se
realizé 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 inhibicion de la enzima se mezclaron 970 pL del reactivo
de Ellman con 10 L de la enzima mas 10 pyL de la concentracién mas baja del
primer compuesto a ensayar, se agito la mezcla y se adicionaron 10 pL de sustrato
de concentracion menor, se leyo la actividad y se verificd 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 leyo la actividad de
la enzima inhibida con las concentraciones diferentes del compuesto con el sustrato
de concentracion menor, se procedid a realizar el mismo procedimiento antes
descrito, pero ahora utilizando cada una de las concentraciones diferentes del
sustrato. Se realizé el mismo procedimiento para cada compuesto por triplicado. El
procesamiento de datos experimentales para definir la afinidad de los inhibidores se
realiz6 mediante un programa de analisis de regresion lineal proporcionado por el
software GraphPad Prism 8.0., para obtener la gréfica de Lineweaver-Burk o de los
dobles reciprocos, en donde la relacién de la pendiente y del intercepto representa
la constante de afinidad. Todos los datos se muestran como medias + desviacién

estandar de n=3.
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3.5 Determinacién 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 silico del acoplamiento molecular se realiz6 para determinar la
capacidad de los compuestos para unirse con la enzima, ademas de predecir en
gué sitio de la enzima, los compuestos son afines. El método de acoplamiento
molecular automatizado (“docking”) se llevé a cabo con la estructura tridimensional

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

(PDB ID: 604W). EIl 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 hidrégenos 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 tamafio 30 x 30 x 30 A. Para cada analisis
se generaron 10 poses con una exhaustividad de 8. Para la validacion del protocolo
de docking se llevd a cabo el andlisis sobre el donepezilo co-cristalizado
previamente removido de la enzima, y analizando el RMSD obtenido entre la pose
resultado y la posicion original del ligando. La visualizacion de las poses resultado
y su andlisis para encontrar las interacciones ligando-receptor se llevo a cabo con
UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Para el compuesto analizado se generé su
modelo molecular mediante  UCSF Chimera usando su codigo SMILES,
minimizando la estructura con las condiciones predefinidas por Chimera con
parametros con MMTK y Antechamber (J. Wang, Wang, Kollman, & Case, 2006).

Los enlaces rotables y cargas atdmicas fueron definidas con AutoDock Tools 1.5.6.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en los experimentos,
en donde se evallo la capacidad inhibitoria de ocho compuestos derivados de
oxazolonas y tres intermedios sintetizados previamente por el Centro de Graduados

e Investigacién 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 midié utilizando un ensayo espectrofotométrico basado en la
reaccion de Ellman a temperatura ambiente con todos los compuestos. Los ensayos
se realizaron a una concentracion de inhibicion de 100 uM y 300 uM sin incubar,
encontrando que los ocho compuestos y los intermediarios que se ensayaron
inhiben a la enzima en porcentajes diferentes segun la prueba de cribado, los

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

Derivado de Inhibicién 100pM Inhibicién a 300puM

Oxazolona (%, SD) (%, 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
El4 2460+ 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

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
demostré que los 4 compuestos que inhibieron a la enzima en mayor grado a una
concentracion de inhibicién de 100 uM fueron los compuestos E16, E21, E25y E27.
Por otra parte, al aumentar la concentracion de inhibicién a 300 pM, también se
incrementd el porcentaje de inhibicidn de todos los compuestos en este caso, el
orden de las actividades de inhibicibn 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 utilizd soluciébn amortiguadora
de fosfatos como control negativo y el donepezilo, un farmaco anticolinesterasa
conocido, como control positivo. En la figura 4.1 se muestra la grafica con el
porcentaje de inhibicion para cada compuesto a una concentracion de inhibicion de

100 y 300 pM, a temperatura ambiente.
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Figura 4.1. Porcentaje de inhibicion enzimatica a dos concentraciones de inhibicién.
Todos los resultados se muestran como medias y desviacion estandar de n=3

Como se puede apreciar en la figura 4.1 los compuestos que presentaron un
porcentaje de inhibicion por arriba del 50% a 300 pM 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 siguié trabajando para cumplir con en el resto de los
objetivos especificos, y las estructuras quimicas 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 inhibicion inferior al 50%,

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

4.2 Determinacion de la potencia de los compuestos con mayor porcentaje
de actividad inhibitoria mediante la CI50 con laenzima AChE

Se seleccionaron los siete compuestos que presentaron mayor porcentaje de
inhibicion segun 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 concentracion fija del sustrato, con lo cual se determiné su potencia inhibitoria
expresada como la concentracion del compuesto que se requiere para inhibir a la

enzima en un 50% (Clso), con los resultados experimentales se grafico el porcentaje
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de actividad enzimética contra el logaritmo de la concentracion de los compuestos,

como se muestran en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Curvas concentracion-respuesta de las siete oxazolonas ensayadas. Todos
los resultados estan expresados como medias y desviacion estdndar de n=3.

La grafica anterior corresponde al concentrado de las curvas concentracion-
respuesta, representada como logaritmo de la concentracién de las oxazolonas
utilizadas en este ensayo contra la actividad de la enzima con respecto al control.
Donde se deduce que las curvas mas 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 gréficas individuales de las oxazolonas E14. E16, E18,
E21 y E25 junto con su estructura quimica. En este ensayo las graficas de los

compuestos E27 y E28 no fueron determinadas.

64



(jo11u09 ap 9p)
epezijewlioN 3YJV ap peplAnoy

log[E14], M

X
E16

T T T T
o o o o o
¢ © < N

(Jo11u02 3p %)
epezilewioN 3YJV 8p pepiAnoy

log[E16], M

65



Cl

Actividad de AChE Normalizada
(% de control)

log[E18], M

100

N o ©
o =} o
1 | |

Actividad de AChE Normalizada
(% de control)
N
o
1

0 T T T ? 1
5 -4 -3 2 1 0

log[E21], M

Figura 4.4. Gréficas curvas dosis-respuesta de cuatro compuestos.

Con base en los valores de la Clso obtenidos en el ensayo para cada
compuesto, se determiné que el compuesto que inhibe con mayor potencia a la
enzima AChE es la oxazolona E16 (9.2 + 2.3 umol/L), seguida por la oxazolona E25
(37.10 = 1.61 umol/L) y en tercer lugar la oxazolona E18 (89.33 + 22.33 umol/L). Las
4 oxazolonas restantes tienen valores de Clso entre 95y 246 pmol/L, como se puede

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

cribado.

Tabla 4.2. Resultados de Clsp de los siete compuestos que presentaron mayor porcentaje
de inhibicion.

Derivado de Oxazolona Clso (umol/L)
E14 136.8 + 34.2
E16 9.2+23
E18 89.33 £ 22.33
E21 95.48 + 1.47
E25 37.10+x1.61
E27 203.9 £ 39.7
E28 246.3 +51.2

4.3. Determinacién de la constante de inhibicién (Ki) y el tipo de inhibicion
mediante la ecuacién 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 determiné la constante de inhibicion (Ki) para cada compuesto. Para
ello se utilizaron cinco concentraciones crecientes del sustrato y cuatro
concentraciones diferentes de los compuestos derivados de oxazolonas, mediante
analisis no lineal con el método de Michaelis-Menten. Tal método permitid
determinar las constantes cinéticas necesarias para determinar el modo de
inhibicién de los compuestos estudiados. Con la metodologia utilizada se estimé la
velocidad maxima alcanzada en la reaccion (Vmax) a partir de velocidades iniciales
(Vo) traducidas como actividad enzimética. Este parametro se representa en los
graficos no lineales (Michaelis-Menten) como la asintota horizontal e indica que toda

la enzima esta saturada por el sustrato (ES). También se determin6é Km 0 constante
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de Michaelis, la cual se define como la concentracion 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 pequefios 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 gréaficos no lineales, la Km la encontramos en el eje horizontal o de las

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

los valores de Vmax Y Km, l0 cual se explica en la Figura 4.5, en donde se representan

las gréficas de Michaleis-Menten para los ocho compuestos estudiados.
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Michaelis-Menten
Best-fit values

Vmax 05196 | 0.4043 | 0.5092 0.4948

Km 0.1251 0.1025 | 0.1721 0.1941
Std. Error

Vmax 0.03319 | 0.02065 | 0.06077 | 0.01377

Km 0.01561 | 0.01112 | 0.03552 | 0.008956
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B)

C)
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Vmax 0.3987 | 0.4271 0.4188 | 0.3605 | 0.3890

Km 01073 | 01635 | 0.1677 | 0.1770 | 0.2378
Std. Error

Vmax 0.03011 | 0.09359 | 0.08987 | 0.1091 0.1098

Km 0.01689 | 0.06312 | 0.06280 | 0.09176 | 0.1042
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Std. Error
Vmax 0.07955 | 0.07443 | 0.03874 | 0.06761 | 0.1506
Km 0.03748 | 0.04335 | 0.02677 | 0.05633 | 0.1568
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E)
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Vmax 0.3720 | 0.6322 | 0.6940 | 0.9339 | 0.2012
Km 0.09070 | 0.2835 | 0.4397 | 0.8426 | 0.07224
Std. Error
Vmax 0.03774 | 0.1705 | 0.2828 | 0.8644 | 0.03608
Km 0.02067 | 0.1127 | 0.2366 | 0.9167 | 0.03245
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F)

G)

Figura 4.5. Graficas de Michaelis- Menten para cada compuesto. En donde se graficé la

E27
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30.3_ = 0.1mM
g - 02mM
S 0.2 - 0.3mM
3 = 0.4mM
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Vmax 0.4520 | 03738 | 0.3293 | 0.2499 | 0.3128
Km 0.1290 | 01405 | 0.1416 | 0.09476 | 0.1668
Std. Error
Vmax 0.05459 | 0.03436 | 0.02902 | 0.04962 | 0.07586
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Vmax 0.3816 | 0.4875 | 0.3329 | 0.4290 | 0.3081
Km 0.1002 | 0.1869 | 0.1518 | 0.2722 | 0.21086
Std. Error
Vmax 0.05085 | 0.1426 | 0.05343 | 0.1505 | 0.07418
Km 0.02866 | 0.09579 | 0.04412 | 0.1424 | 0.08184

actividad de la enzima contra 5 concentraciones diferentes del sustrato. Resultados
contrastados con un control de enzima sin inhibir.
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La determinacion de los parametros cinéticos se realiz6 con un método no
lineal, el cual fue transformado a un método lineal para ser analizado facilmente. En
este caso se utilizé el método de los dobles reciprocos o de Lineweaver-Burk, en
donde se grafic6 1/V contra 1/[S], de esta manera se encontraron los valores
exactos de los parametros cinéticos; Km en el intercepto de la linea en el eje de las
ordenadas y Vmax €n el intercepto en el eje de las abscisas. Corroborando asi los
valores obtenidos con el método no lineal. Con las pendientes obtenidas de cada
concentracion ensayada en el gréfico de los dobles reciprocos, se obtuvo una
gréfica secundaria en donde se graficaron las pendientes de cada concentracion
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 inhibicion (Ki) o constante de equilibrio de la disociacion del complejo
El cual indica la afinidad del inhibidor por la enzima. Valores pequeiios 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 gréaficos
de los dobles reciprocos y las graficas secundarias para conocer la Ki, para cada

compuesto.
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Figura 4.6. Gréficas de Linewever-Burk o de los dobles reciprocos 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 graficas
de los dobles reciprocos para las diferentes oxazolonas frente a la enzima AChE humana
junto a su gréafica secundaria con la cual se determiné 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 andlisis de las gréaficas 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
concentracion del inhibidor, mientras la Vmax N0 presenta cambios significativos. Por
otra parte, los gréficos de Linewever-Burk muestran que cada pendiente obtenida
para cada concentracion 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, basandonos en el analisis de los

mismos graficos, 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 ultimo, el comportamiento del grafico del compuesto E28 no
es concluyente para poder determinar el modo de inhibicion, dado que, se observa
que a las concentraciones de 0.2y 0.3 uM 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 uM. Como se puede apreciar en las graficas, este compuesto se
comporta como inhibidor no competitivo a las concentraciones antes mencionadas,
pero si observamos en la gréfica, las lineas se interceptan en el mismo lugar en el
eje vertical, por lo que podriamos decir que también se comporta como inhibidor
competitivo. Por lo anterior fue necesario determinar el valor de a para poder
caracterizar al compuesto.

Con respecto a los valores de la constante de inhibicion (Ki) obtenidos de las
gréficas secundarias de las pendientes determinadas en las gréficas de los dobles
reciprocos contra la concentracion del inhibidor, se establecié 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 puM),
E25 (67.0 uM) y E18 (98.39 uM) las que presentan una afinidad mayor para unirse
a la enzima. El resto de los compuestos tienen una Ki entre 108 y 257 uM, lo que
refleja poca afinidad de unién. En la tabla 4.3 se recopilan los valores de Km Y Vmax
aparentes (valor que se mediria ni no se supiera que hay inhibidor presente) y el
valor de alfa (a), 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 util para corroborar el modo de inhibicién

gue presentan los compuestos. Se habla de inhibicion competitiva cuandoa > 1y
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refleja la union del inhibidor a la enzima libre. Inhibicién no competitiva cuando a =
1 e indica que el inhibidor tiene la misma afinidad por la enzima y el sustrato.
Inhibicibn acompetitiva cuando a 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 a, Vmax Y Km, para cada compuesto evaluado
bajo un modelo mixto en el programa estadistico GraphPad Prism 8.0.

Derivado

de Ki . Vmax _ Km
oxazolona (uM) (umol/L/min) (uM)
El4 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 67119 18.27 0.4504 0.1295
E27 183 + 46 1 0.4437 0.1309
E28 198 +49.5 0.006 0.3482 0.1825

Con base en los resultados de los valores de a, se corroboro el modo de
inhibicion de los compuestos, cuya caracterizacion 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 a fue muy importante ya que nos permitié conocer

el modo de inhibicién de cada compuesto de forma correcta.
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4.4. Determinacion 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 llevé a cabo para conocer el lugar
de la enzima en el que los compuestos son afines. En primer lugar, se realizo el
analisis con cada compuesto derivado de oxazolonas frente a la estructura
tridimensional de la enzima AChE humana completa, obteniendo las energias de
unién en Kcal/mol, expresados como valores negativos para cada compuesto.
Entendiendo que la energia de union 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 energia
de unién es la diferencia entre la energia del complejo y la suma de las energias de
cada molécula por separado, por lo que, entre mas negativo sea el valor obtenido,
la unién entre la enzima y el inhibidor sera mas favorable, ya que se requiere menor

energia para que se dé dicha union.

En segundo lugar, se realiz6 un analisis 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 inhibicion y en donde se
determinaron de igual manera las energias de union en Kcal/mol. El resultado que
se obtuvo en ambos andlisis, 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 excepcion 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 analisis de acoplamiento sobre la estructura del donepezilo
co-cristalizado obteniendo el valor de su RMSD (Root Mean Square Desviation o
desviacién de la media cuadratica), la cual nos permite establecer equivalencia o
diferencia entre dos o mas estructuras, dependiendo de la forma y conformacién
tridimensional. En donde valores grandes de RMSD indican que hay mayores
diferencias entre las estructuras y contrariamente, valores pequefos cercanos a

cero indican que las estructuras son muy parecidas.

Tabla 4.4. Energias de union de los compuestos con la enzima.

Energia de unién (Kcal/mol)

Compuesto Enzima Completa Sitio Activo
E1l4 -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

Como se puede apreciar en la tabla 4.4, las energias de union obtenidas en
el analisis 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 energia de unién mayor -10 Kcal/mol

como un valor aceptable para este estudio, son los compuestos E21 con -11.5
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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 realiz6 un analisis de acoplamiento molecular control con
donepezilo para validar los resultados, obteniendo una energia de union de -12.1y
-12.3 Kcal/mol en cada experimento. Por otra parte, la validacion del andlisis de
acoplamiento se llevé 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 minima, 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 procedio a buscar
las interacciones existentes entre el compuesto E16 con los diferentes residuos de
aminoacidos que revisten el sitio activo de la enzima. En la figura 4.7 se muestran
algunos aminoacidos presentes en la cavidad aromatica 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 amino&cidos
y su superficie va de acuerdo a su hidrofobicidad (azul = hidrofilico, blanco = neutro, rojo =
hidrofébico).

Como se puede apreciar la superficie del sitio activo de la enzima esta
representada por colores de acuerdo a su hidrofobicidad, en donde el area
hidrofilica se observa de color azul, y area hidrofébica de color rojo y la superficie
neutra y de color blanco. Apreciando que el anillo aromético mas distal de E16 se
acomodo en una zona relativamente hidrofébica, cerca de Tyr341, Phe295, Phe297,

Phe338, Trp286, Val294. Con la conformacion 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.

.A.’za

A 127

Figura 4.8. Interacciones que presenta el compuesto E16 con los diferentes aminoacidos
gue forman la superficie de la cavidad del sitio activo de la AChE.
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Figura 4.9. Angulos y distancias entre el compuesto E16 y los diferentes aminoacidos
con los que presenta interacciones.

En la figura 4.8 observamos que hay una interaccion importante al determinar
un apilamiento 1-11 entre uno de los anillos aromaticos de E16 y Trp86. Este residuo
es importante en la interaccion 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
hidrégeno en esta pose para E16, sin embargo, el carbonilo del compuesto se
encuentra relativamente cerca del hidroxilo de Tyr337, si bien por el angulo y quiza
la distancia (3.93 A) es que no se da formalmente esta interaccion. El oxigeno de la
lactona se encuentra a 2.94 A del hidroxilo de Tyr341, la cual es una distancia
adecuada para un enlace de puente de hidrégeno, de nuevo quiza por el angulo es

gue el programa no lo detecta como interaccién, como podemos ver en la figura 4.9.
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CAPITULO V. DISCUSION
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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 inhibicion AChE producida por estos compuestos fue de tipo
reversible y siete de ellos inhiben a la enzima en mas del 50% a una concentracion
de inhibicion de 300 uM, en cuanto a la caracterizacién 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 inhibicién
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 nicotinicos 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 Clso. 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 analisis 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 energias de afinidad obtenidas. En cuanto al analisis de acoplamiento
molecular realizado a la oxazolona E16, mostro que este compuesto se acomoda
en el sitio activo, en donde el anillo aromatico mas distal del compuesto se posiciona
cerca de los aminoacidos que integran el PAS. Por otra pate Chimera encontré una
interaccion de apilamiento 1T-1T entre uno de los anillos aromaticos de E16 y el Trp86
del subsitio aniénico de union a colina. El Trp86 es un residuo de aminoacido muy
importante en la interaccion 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 cristalogréfica de la enzima AChE
humana, coinciden que el sitio activo de la enzima esta revestido por residuos de
aminoacidos aromaticos que forman los dos sitios de unién a ligandos. El PAS, es
un sitio alostérico de la enzima (Johnson & Moore, 2006), y se sitla a la entrada del
desfiladero, se cree que guia a los esteres de colina hacia el sitio catalitico (Radic,
Reiner, & Taylor, 1991), y esta conformado por los residuos de aminoacidos Tyr72,
Tyrl24, Tyr341, Trp286 y Asp74. El CAS, situado al fondo del desfiladero y esta
formado por la triada catalitica (también conocida como subsitio esterasico)
involucrada en la hidrolisis de ACh, formada por los residuos de aminoéacidos de
Ser203, His447 y Glu334. El subsitio aniénico en el cual el grupo cuaternario de la
colina interacciona y consiste en Trp86. El area adyacente a la triada catalitica se
encuentra el agujero oxianion o bolsillo de unién oxianionico, formado por residuos
de Gly121, Gly122 y Ala204 que interactuan con el oxigeno del carbonilo de la ACh

y estabiliza los estados de transicion de acilacion de desacilacion. El bolsillo de
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unién 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 bibliografias es sobre la alta velocidad de
hidrolisis que posee la enzima. Donde investigaciones que involucran estudios
computacionales y cristalografia de rayos X proponen la existencia de tres regiones
de la enzima implicadas en la eliminacién 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
interaccién del anillo aromatico del compuesto con el Trp86 de la AChE, podria estar
modulando la actividad de la “puerta trasera” de la enzima y con ello inducir la
inhibicién de su funcion catalitica. Nuestros resultados proporcionan una nueva
propuesta para el disefio racional de inhibidores de la AChE que funcionen como

farmacos para el tratamiento de la EA o como insecticidas.
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De los resultados obtenidos durante la evaluacion 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 concentracion de 300 uM e
inhiben a la enzima de forma reversible. De los siete compuestos que inhibieron a
la enzima en mas 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 Clso. También es el
compuesto con el que se obtuvo un valor de Ki menor, indicando tener mas afinidad

para unirse a la enzima.

El analisis de acoplamiento molecular mostro que todos los compuestos se
unen al sitio activo de la enzima de manera favorable, segun los resultados
obtenidos de las energias de afinidad. El compuesto E16 se acomoda en el sitio
activo, en donde el anillo aromatico mas distal se posiciona cerca de los
aminoacidos que integran el sitio periférico anionico (PAS). Por otra parte, se
encontré una interaccion T-1r entre el anillo aroméatico de E16 y Trp86 del subsitio

anionico. El programa utilizado no detecto otro tipo de interacciones.
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