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0. RESUMEN

Ciertos compuestos organofosforados (OPs) se emplean como insecticidas y biocidas,
dirigidos especificamente contra la enzima acetilcolinesterasa (AChE). En su forma
recombinante humana (hrAChE), esta enzima exhibe actividad tanto de fenilacetato esterasa
(FAc esterasa) como de fenilvalerato esterasa (PVasa). Asimismo, se ha observado que al
incubar la enzima con acetiltiocolina (AtCh), se incrementa su actividad PVasa. La hipotesis
actual sugiere un mecanismo tipo “caballo de Troya”, donde la tiocolina liberada en la
reacciéon modifica estructuralmente el centro activo. En trabajos previos observaron
diferencias de la sensibilidad en la inhibicién con mipafox de la actividad PVasa en muestras

pretratadas y sin pretratar.

Este trabajo se corrobora las observaciones mostradas en trabajos anteriores y demuestra
como la modificacion del centro activo por la tCh también puede alterar la inhibicién FAc
esterasa producida por algunos compuestos organofosforados fosforamidatos. Aportando de
esta manera que la naturaleza del inhibidor y el sustrato son muy importantes para explicar

las diferencias en muestras pretratadas y no con AtCh.

Palabras clave: acetilcolinesterasa (AChE), fenilvalerato (PV), fenilacetato (FAc),
acetilcolina (AtCh)

ABSTRACT

Certain organophosphorus compounds (OPs) are used as insecticides and biocides,
specifically targeting the enzyme acetylcholinesterase (AChE). In its recombinant human
form (hrAChE), this enzyme exhibits both phenylacetate esterase (FAc esterase) and
phenylvalerate esterase (PVasa) activity. Furthermore, it has been observed that incubating
the enzyme with acetylthiocoline (AtCh) increases its PVasa activity. The current hypothesis
suggests a ‘Trojan horse’-type mechanism, whereby the thiocoline released during the
reaction structurally modifies the active site. Previous studies observed differences in the
sensitivity of PVasa activity to inhibition by mipafox between pre-treated and untreated

samples.

This study corroborates the observations reported in previous work and demonstrates how
the modification of the active site by AtCh can also alter the inhibition of FAc esterase
produced by certain organophosphorus phosphoramidate compounds. It thus contributes to
the understanding that the nature of the inhibitor and the substrate are crucial in explaining

the differences between samples pre-treated and not pre-treated with AtCh.

Keywords: acetylcholinesterase (AChE), phenyl valerate (PV), phenyl acetate (FAc),
acetylthiocholine (AtCh)



ABREVIATURAS

AAP Aminoantipirina

AChE Acetilcolinesterasa

DMF Dimetilformamida

AtCh Acetiltiocolina

tCh Tiocolina

OP Organofosforado

FAc Fenilacetato

PV Fenilvalerato

PVasa Fenilvalerato esterasa
FAc esterasa Fenilacetato esterasa
BSA Albdmina de suero bovino
SDS Dodecilsulfato sédico

TP Tampon fosfato

FeCN Ferrocianuro potasico

HEK Células embrionarias de riién humano 293 (HEK 293)



1. INTRODUCCION

1.1. Compuestos organofosforados inhibidores de esterasas

Los denominados compuestos organofosforados (OPs) agrupan una extensa familia de
moléculas sintéticas, entre las que se encuentran los ésteres, amidas y derivados tidlicos de
los acidos fosfonico y fosfarico. Aquellos OPs son capaces de bloguear la accion de las
esterasas que comparten una arquitectura molecular caracteristica como se indica en la
Figura 1.1: un &tomo central de fosforo unido mediante doble enlace a un oxigeno (P = 0) o
a un azufre (P =S). Asimismo, cuentan con una porcion denominada “grupo saliente”
(representada habitualmente como X), cuya naturaleza puede ser alifatica, aromatica o
heterociclica. EI mecanismo de inhibicion de estas sustancias ocurre cuando dicho grupo
saliente es reemplazado mediante una sustitucién nucleofilica por el oxigeno del residuo —OH

presente en el sitio activo de la proteina diana.

ﬁ(s)
R;
>P—X
R

Figura 1.1. Estructura quimica de los compuestos organofosforados. Los sustituyentes R; y R,
corresponden por lo general a cadenas alquilicas o anillos arilicos sencillos, mientras que la entidad X
denota el “grupo caliente”, caracterizado por una notable diversidad estructural.

En el ambito agricola, las OPs han encontrado una amplia aplicacibn como agentes
insecticidas, acaricidas y fungicidas, orientados principalmente al control de plagas y a la
erradicacion de vectores de diversas patologias (Instituto Nacional de Toxicologia, 1996). A
pesar de que se observa una tendencia a la baja en su empleo, especialmente en las naciones
desarrolladas, sus notables niveles de eficacia y su competitividad econémica sugieren que

mantendran su vigencia en el mercado durante las préximas décadas (Casida y Durkin, 2013).

A nivel molecular, el modo de accion que desencadena los efectos biolégicos de un
compuesto organofosforado se fundamenta en la interaccién con el residuo hidroxilo (—OH)
de una proteina diana. Este proceso deriva en la inactivacion de las esterasas a través de una
reaccion de fosforilacion, un mecanismo bioquimico uniforme y compartido por este grupo de

enzimas, cuyo esquema se detalla en la Figura 1.2.
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Figura 1.2. Mecanismo general de inhibicién de esterasas por organofosforados (OPs). Tras la
asociacion inicial en forma de complejo tipo Michaelis entre la entidad enzimatica 'y el OP (1), ocurre la
fosforilacién de un resto de serina en el sitio activo, acompafiada de la liberacién del grupo saliente X
(2). A partir de este intermediario, el sistema puede evolucionar hacia dos escenarios distintos: la ruta
de reactivacion (3), mediante la cual se restituye la funcionalidad de la enzima de manera espontanea
0 mediada por agentes nucleofilicos; o bien, el proceso de envejecimiento (4), caracterizado por la
ruptura del enlace R — 0 — P, la escisiébn de un sustituyente R y la consecuente generacién de un
residuo fosfoérico anicénico (Johnson, 1975).

Las manifestaciones clinicas derivadas del contacto con compuestos OP se encuentran
fuertemente condicionadas por una interaccion de factores, entre los que destacan la
modalidad de la exposicién (ya sea de caracter agudo o crénico), la magnitud de la dosis o
concentracion, y las propiedades quimicas particulares de los agentes involucrados, lo que
define su perfil toxicolégico (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 1999).
En el organismo humano, se ha determinado que el impacto de los OP radica en su capacidad
para fosforilar esterasas esenciales, un fenémeno que desencadena un amplio espectro de
patologias neurotéxicas. En la Tabla 1.1 se sistematizan los efectos nocivos de estas
sustancias en funcion de la enzima diana que resulta inhibida, pudiendo sintetizarse su

actividad téxica en los siguientes puntos:

e |nactivacion de la acetilcolinesterasa (AChE) en el sistema nervioso, lo que

desencadena manifestaciones de toxicidad inmediata.

e Inhibicion de la esterasa diana de neuropatia (NTE), responsable de efectos

neurotoxicos de aparicion tardia. El bloqueo de esta enzima, sumado a su posterior
proceso de envejecimiento, da origen a la neuropatia retardada inducida por
organofosforados (OPIDN) (Johnson, 1969).



e Alteraciones multisistémicas en 6rganos como el higado, rifién, pulmén, médula 6ésea

y el sistema inmune, mediadas por vias fisiopatoldgicas que aun no se han esclarecido

por completo.

Tabla 1.1. Toxicidad de organofosforados relacionada con la inhibicion de las esterasas.

Aparicion

Efectos Sintomas ) L,
sintomatoldgica

Proteina Implicada

Muscarinicos:
broncoconstriccion, vémitos.
Nicotinicos: fatiga, temblor,
Colinérgicos debilidad muscular. Inmediata Acetilcolinesterasa
Derivados del SNC:
ansiedad, depresion
respiratoria, confusion.

Afeccién muscular: parada

Sindrome respiratoria, debilidad 24— 96 h Hiperestimulacion de
intermedio muscular (cuello y receptores nicotinicos
extremidades)
Afeccién motora: debilidad
Neurotoxicidad muscular y pardlisis flacida
retardada (zona distal extremidades 2 < sepange S
inferiores)
Otros Otros sintomas Otras Otros

1.2. Carboxilesterasas

Dentro del grupo de las esterasas, las carboxilesterasas destacan por su actividad catalitica
en la hidrélisis de enlaces éster carboxilicos. De acuerdo con la clasificacién fundamental
propuesta por Aldridge (1953), estas enzimas se dividen en base a su reactividad ante los

organofosforados en las siguientes subfamilias:

e Las A-esterasas conservan su actividad hidrolitica sobre los ésteres carboxilicos y los
OPs debido a que no experimentan procesos de inhibicidn por estos ultimos.

e Las B-esterasas son capaces de hidrolizar ésteres carboxilicos, pero susceptibles a
una inactivacion irreversible inducida por su union a los OPs.

e Las C-esterasas son aquellas que muestran una neutralidad completa, careciendo de

afinidad o interaccion con los compuestos OPs.



1.2.1. Colinesterasas

Dentro de las B-esterasas, las colinesterasas (ChEs) se definen como serin hidrolasas que
presentan un residuo de serina catalitica en su sitio activo. Su funcion principal es la hidrélisis
de ésteres de colina (como ACh, BuCh o succinilcolina), mostrando su afinidad predominante
por el neurotransmisor acetilcolina (ACh), dadas sus elevadas concentraciones en las uniones

neuromusculares y en las regiones de sefializacion colinérgica del sistema nervioso central.

Atendiendo a los criterios de especificidad de sustrato descritos por Kovarik et al. (2003), los

vertebrados expresan dos isoformas distintas.

o Acetilicolinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7), representada en la Figura 1.3, es la
responsable directa de la terminacién del impulso nervioso colinérgico en la hendidura

sinaptica y la placa motora.

Figura 1.3. Estructura tridimensional de la acetilcolinesterasa.

Imagen obtenida de Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/)

e Butirilcolinesterasa (BuChE, EC 3.1.1.8), representada en la Figura 1.4, es conocida
como colinesterasa plasmatica o pseudocolinesterasa. A diferencia de la AChE, su rol
fisiologico permanece parcialmente indeterminado; si bien se asocia a procesos de
detoxificacion celular, su ausencia o polimorfismos nulos no comprometen de forma

aparente la viabilidad del organismo (Lockridge et al., 2005).

Figura 1.4. Estructura tridimensional de la butirilcolinesterasa.

Imagen obtenida de Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/)



1.3. Sustratos de AChE

La enzima AChE esté catalogada como una enzima con un nivel de evolucion optimo, dado
gue las etapas moleculares de su ciclo catalitico, las cuales comprenden la asociacion del
sustrato, los cambios quimicos y la liberacién del producto, se suscitan a velocidades
anélogas, alcanzando un estado cercano a la perfeccion cinética (Tougu, 2001). El rasgo fisico
mas distintivo de las colinesterasas radica en la arquitectura de su sitio activo, idénea para
atraer y albergar la naturaleza catiénica de su sustrato nativo. En este sentido, las fuerzas
electrostaticas establecidas entre la proteina y las cargas positivas del ligando ejercen una
funcién determinante en los procesos de reconocimiento y acoplamiento, tanto de sustratos
como de agentes inhibidores. No obstante, al evaluar la capacidad catalitica global de la
enzima, la magnitud de estas interacciones electrostaticas no debe sobredimensionarse; la
AChE exhibe una notable promiscuidad de sustrato, siendo capaz de procesar moléculas

electroquimicamente neutras con elevadas velocidades de reaccion.

1.3.1. Acetiltiocolina vy acetilcolina

La AChE posee la capacidad de hidrolizar sustratos con carga positiva como la acetilcolina
(ACh) y la acetiltiocolina (AtCh), indicadas en la Figura 1.5. La degradacion del sustrato
nativo, el cual es la ACh, transcurre a una velocidad excepcionalmente elevada,
aproximandose al limite difusional teérico impuesto para las serin hidrolasas. No obstante, en
el &mbito experimental se emplea preferentemente la AtCh, esto se debe a que la presencia
del grupo tiol reacciona permitiendo la monitorizacion directa y en tiempo real de los productos
de reaccibn mediante técnicas espectrofotométricas. A este respecto, un analisis
microcalorimétrico desarrollado por Alves de Almedia (2017) en la Universidad de Minas
Gerais determiné que la hidrélisis de ambos compuestos exhibe discrepancias sutiles en sus
constantes cinéticas, derivadas de una afinidad diferencial con el sitio activo de la enzima,
siendo superior la constante de afinidad hacia la ACh. A pesar de estas variaciones, dicho
estudio valida el uso del ensayo espectrofotométrico convencional, concluyendo que, si bien
los parametros cinéticos de la ACh y la AtCh no son idénticos, resultan estrechamente

comparables y asumibles dentro del margen de error metodolégico.

A B

Q \ / 0 et
)J\O/\/Nt\ )LS/\/NT\

Figura 1.5. Estructura de la ACh (A) y AtCh (B).



1.3.2. Fenilvalerato v fenilacetato

El fenilvalerato (PV), cuya estructura se indica en la Figura 1.6, constituye un sustrato de
carga neutra empleado de manera estandarizada en la determinacion de la NTE. A dia de
hoy, se ha documentado que tanto la butilcolinesterasa humana (hBuChE) como la
acetilcolinesterasa humana recombinante (hrAChE) exhiben capacidad hidrolitica frente a
este compuesto, describiéndose asi una actividad intrinseca tipo fenilvalerato esterasa
(PVasa) en ambas macromoléculas (Mangas et al., 2017; Estévez et al., 2022).

De manera analoga, el fenilacetato (FAc) representado en la Figura 1.6, es otro sustrato
neutro frecuentemente integrado en los ensayos de caracterizacion funcional de la hAChE
(Reiner y Simeon, 1977). Este hecho constata que dicha enzima posee de igual modo una

actividad fenilacetato esterasa perfectamente descrita en la literatura.

b/ow b/ojl/

Figura 1.6. Estructura de PV (A) y FAc (B).

1.4. Inhibidores organofosforados

1.4.1. Mipafox y metamidofos

El mipafox (Figura 1.7) (fluoruro de N,N'-diisopropilfosforodiamida MPFX) se utiliz6 como un
insecticida organofosforado que se asocia con la toxicidad colinérgica aguda y posterior
neurotoxicidad retardada en humanos. Usado para discriminar NTE de otras
carboxilesterasas. Actlla como inhibidor irreversible de la acetilcolinesterasa (Estévez et al.,
2004; Mangas et al., 2012).

El metamidofos (Figura 1.7) (fosforamidotioato de O,S-dimetilo) es un insecticida-acaricida
organofosforado altamente utilizado en agricultura y caracterizado por la elevada peligrosidad
ya que actla como un potente inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa (lannacone et al.,
2008; Wang et al., 2009). Se identifica principalmente como el metabolito activo y producto de
degradacion del acefato, poseyendo una toxicidad mayor a este Ultimo. Quimicamente, se
caracteriza por ser una sustancia hidrofilica conocida por causar un sindrome colinérgico

agudo, por lo que su uso como plaguicida agricola esta prohibido en varios paises.

10
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Figura 1.7. Estructura mipafox (A) y metamidofos (B).

Ambos estan considerados como compuestos organofosforados fosforamidatos.

2. ANTECEDENTES
Benalal (2025) analizé la actividad PVasa en AChE humana pretratada y sin pretratar con
AtCh proveniente de células HEK frente a distintos inhibidores organofosforados,

concretamente paraoxon y mipafox.

Los resultados mostraron que, en presencia de paraoxén, la respuesta inhibitoria fue
comparable entre las muestras pretratadas y no pretratadas. En cambio, en presencia de
mipafox, la enzima pretratada presentd una sensibilidad inhibitoria notablemente mayor,

evidenciando que el pretratamiento alteraba la inhibicién con mipafox.

3. OBJETIVOS
Objetivo general.

El objetivo general de este trabajo es comprobar si hay diferencias de sensibilidad de las
actividades carboxilesterasas con compuestos fosforamidatos, como se ha observado en

trabajos anteriores.
Objetivos especificos.

e Comprobar si la modificacion del centro activo por AtCh modifica la interaccion de la
hrAChE con compuestos fosforamidatos, utilizando como compuestos modelo el
mipafox y el metamidofos, y con el carboxilester fenilvalerato (PV) como sustrato.

e Comprobar si la modificacion del centro activo por AtCh modificacion la interaccién
de la hrAChE con compuestos fosforamidatos, utilizando como compuestos modelo

el mipafox y el metamidofos, y con el carboxilester fenilacetato (FAc) como sustrato.

11



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tampones y reactivos utilizados

Albumina de suero bovino (BSA). (Pureza 96%) se obtuvo de Sigma-Aldrich Quimica

S.A. (Madrid, Espafia). Se disolvié una concentracién 0,1% de albimina en tampén
fosfato 0,1 M a pH 7,4 y se conservo en nevera a 4 °C.

Tampon fosfato pH 7,4 (TP). Dihidrofosfato de sodio monohidratado 0,1 M pH 7,4. Se
prepar6 una disolucion de dihidrofosfato de sodio monohidratado en agua destilada y se

ajusté el pH a 7,4 usando NaOH concentrado. Se conservé a temperatura ambiente.

Dodecilsulfato sddico (SDS) y 4-aminoantipirina (AAP). Se adquirieron de grado analitico

(PanReac). Se prepard una disolucion SDS 2% - AAP 10 mM en tampon Tris 50
mM/EDTA 1 mM a pH 8,0. Se almacend a temperatura ambiente en botella de topacio
para evitar la degradacion de la AAP, debido a su sensibilidad a la luz.

Ferrocianuro potéasico (KsFe(CN)s). Se adquiri6 de grado analitico (PanReac). Se

prepard una disolucion al 2% en agua destilada y se conservé a temperatura ambiente.

Fenilvalerato (PV). Se adquirié de Lark Enterprises (Webster, USA). Para los ensayos

de actividad PVasa se prepar6 una disolucién concentrada de 300 mg/mL (1715,5 mM)
en N,N-dimetilformamida (DMF). Se conservé en nevera a 4 °C, siendo estable durante
meses. Para su uso, se prepararon disoluciones a la concentracion necesaria para el
estudio justo antes de su utilizacién.

Fenilacetato (FAc). Se adquiri6é de la empresa Panreac Quimica S.A. Para los ensayos

de actividad FAc esterasa se prepard una disolucion de concentraciéon 1,7 M en N-
dimetilformamida (DMF). Se conservé en nevera a 4 °C, siendo estable durante meses.
Para su uso, se prepararon disoluciones a la concentracién necesaria para el estudio
justo antes de su utilizacion.

Yoduro de acetilcolina (AtCh). (Pureza superior al 99%). Se adquirié de Sigma-Aldrich

Quimica S.A. Para su utilizacibn como sustrato se prepar6 inmediatamente antes de su
uso a la concentracién necesaria en funcién del ensayo realizado (en agua destilada),
para minimizar su degradacion por hidrélisis espontanea.

N,N-Diisopropil fosforamido fluoridato (mipafox). (Pureza superior al 99%) Se adquirié de

Lark Enterprises. Se partié de un stock de 10 mM en tampoén Tris/citrato 10 mM pH 6,0
conservado en la nevera a 4 °C. A partir de este stock se prepararon las concentraciones
necesarias diluyendo en agua destilada.

Tiofosforamidato de O,S-dimetilo (metamidofos). (Pureza superior al 99%) Se adquirié

de Merck KGaA. Se partié de un stock de 1 M en DMF, conservado en congelador a -20
°C. A partir de este stock se prepararon las concentraciones necesarias diluyendo en

agua destilada.
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4.2. Material bioldgico

e Acetilcolinesterasa humana recombinante proveniente de células HEK. Se adquirié de

Prospec Protein Specialists. Las soluciones enzimaticas se prepararon a diferentes
concentraciones dependiendo del ensayo realizado, con BSA 0,1% en tampoén fosfato

0,1 M pH 7,4, y comprobando su actividad antes de cada ensayo.

4.3. Equipos utilizados

e Termoblogues de aluminio. Con capacidad para 8 x 12 minitubos de 1 mL y un
controlador de temperatura electrénico.

e Lector de placas. Para la lectura fotométrica se utilizé el lector de placas AD 340 C

(Beckman Coulter).
o Centrifugas. Se utilizé la centrifuga Allegra 21R de Beckman Coulter.

e Filtros de centrifugacion. Se utilizaron filtros Ultracel 10 K de Millipore para eliminar la

AtCh y los productos de reaccion en los ensayos con pretratamiento.

4.4. Inhibicion a tiempo fijo de la actividad PVasa

El ensayo tuvo lugar a 37 °C gracias al uso de termobloque, de manera que la enzima
estuviera a su temperatura 6ptima. En minitubos de 1mL se dispusieron 90 pyL de una
disolucién hAChE (concentracion 2,5 nM en el volumen de reaccién) o 90 uL de BSA 0,1%

(blancos). Se preincubaron durante 30 minutos con 10 pL de una disolucién de inhibidor.

El ensayo se realiz6 con 18 concentraciones de dos inhibidores distintos: mipafox o
metamidofos. Para ello, se prepararon las siguientes concentraciones (en volumen de

reaccion):

¢ Mipafox o metamidofos (0 — 100 uM): 0-0,2-05-1-15-2-3-4-6-7-8-
10-15-20-30-40-50-100 uM

Pasado el tiempo de incubacién, se afiadieron 90 puL de una disolucién PV (concentracion
3mM en volumen de reaccién). Se dejo reaccionar durante 10 minutos y tras ese tiempo se
afadieron 90 uL de SDS 2%/ AAP 10 mM, para detener la reaccion. Después, se afiadieron
45 uL de ferrocianuro potasico a cada minitubo y se transfirieron 250 puL a microplaca de 96

pocillos. Por ultimo, se midi6 la absorbancia de cada pocillo a 510 nm.

Los resultados se expresaron en porcentaje de actividad con respecto al control de total

actividad (sin inhibidor).
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4.5. Inhibicion a tiempo fijo de la actividad FAc esterasa

El ensayo tuvo lugar a 37 °C mediante termobloque, de manera similar a lo indicado en el
punto 4.4. En minitubos de 1 mL se dispusieron 90 pL de una disolucion hrAChE
(concentracién 0,15 nM en volumen de reaccién) o 90 uL de BSA 0,1% (blancos). Se

preincubaron durante 30 minutos con 10 L de una disolucién de inhibidor.

El ensayo se realizd con 18 concentraciones de dos inhibidores distintos: mipafox o

metamidofos. Para ello, se prepararon las concentraciones que se indican en el punto 4.4.

Pasado el tiempo de incubacién, se afiadieron 90 pL de una disolucién PV (concentracion
1mM en volumen de reaccion). Se dej6 reaccionar durante 10 minutos y tras ese tiempo se
afadieron 90uL de SDS 2%/ AAP 10 mM, para parar la reaccion. Después, se afiadieron 45uL
de ferrocianuro potasico a cada minitubo y se transfirieron 250 uL a microplaca de 96 pocillos.

Por ultimo, se midié la absorbancia de cada pocillo a 510 nm.

Los resultados se expresaron en porcentaje de actividad con respecto al control de total

actividad (sin inhibidor).

4.6. Inhibicion atiempo fijo de la actividad PVasa y FAc esterasa tras pretratar con AtCh

Pretratamiento con AtCh:

Se utilizaron termobloques de aluminio a 37 °C (temperatura éptima de la enzima). Se dej6
reaccionar durante 20 minutos 260 pL de una disolucion de hrAChE en BSA 0,1% con una
concentracion de 76 nM para para el experimento realizado con PV y una concentracion de 5
nM para el experimento con FAc; junto con 260 pL de una disoluciéon 2 mM de AtCh en agua
destilada, de esta manera la AtCh se hidrolizaba totalmente. Pasado el tiempo, se realiz6 la

ultrafiltracion.

Ultrafiltracion vy posterior dilucién:

Los 500 pL de disolucion de AChE y AtCh preparada en el punto anterior (Pretratamiento con

AtCh) se colocaron en filtros (Ultracel 10K de Milipore) previamente lavados con TP pH 7,4.
Los filtros se centrifugaron a 14000 x g durante 20 minutos a una temperatura de 4 °C para
llegar a una concentracion de productos menor de 0,1 uM. Pasada cada centrifugacion, el
material retenido en cada filtro se llevd a un volumen de 500 pL con TP pH 7,4 y se
centrifugaba nuevamente. Terminada la cuarta centrifugacion, se llevaba a 500uL con TP pH
7,4 para luego diluir en BSA 0,1% hasta el volumen necesario en el ensayo de actividad, en

el cual se utilizd una concentracion hrAChE de 2,5 nM en volumen de reaccion para los
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ensayos con PV y una concentracion de 0,15 nM en volumen de reaccion para los ensayos

con FAc.

Medida de la inhibiciéon tras pretratamiento vy ultrafiltracion:

La disolucién obtenida de la ultrafiltracion se utilizé para hacer un ensayo como el descrito en
el punto 4.4.

Al igual que se ha explicado en los apartados anteriores, se realizd un ensayo a tiempo fijo en
termobloque a 37 °C. Dentro de minitubos de 1 mL se dispusieron 90 uL de la hrAChE
pretratada y ultracentrifugada o 90 pL de BSA 0,1% (blancos). Se preincubaron durante 30
minutos con 10 pL de una disolucién inhibidora de mipafox 0 metamidofos (concentraciones
indicadas en el punto 4.4).

Pasada la incubacién, se afiadieron 90 pL de una disolucion de PV preparada en agua
destilada (concentracién 3 mM en volumen de reaccion) y se dejo reaccionar 10 minutos. Tras
ese tiempo, se pararon las reacciones con 90uL de una disolucion SDS 2%/AAP 10mM y se
afadieron 45 pL de ferrocianuro potasico. Luego, se transfirieron 250 pL del contenido a una

microplaca de 96 pocillos para medir absorbancia a 510 nm.

Los resultados se expresaron en porcentaje de actividad con respecto al control de total
actividad (sin inhibidor).

4.7. Modelos matematicos y analisis de datos

Todos los resultados que se han obtenido fueron procesados en el programa SigmaPlot 14.0
(Systat Software Inc, Chicago, USA) para Windows, para poder extraer la informacion tanto
cualitativa como cuantitativa sobre los mecanismos de interaccidén entre enzimas, sustratos e
inhibidores. Ademas, ha permitida la creacién de graficos directos lineales, graficos

secundarios e informes numéricos.

4.7.1. Ensayos de inhibicién

Para el estudio de los ensayos, se utilizaron los modelos descritos por Estévez y Vilanova
(2009). En las inhibiciones de mdultiples componentes enziméticos, la actividad se ajusto

mediante la expresion general:
E = E10 . e—k1-I + EZO . e—kz'l + E30 . e—k3'1 4ot ER

En esta expresion, E, representa el control de actividad inicial (sin inhibidor). La E representa

la actividad para una concentracion de inhibidor I. Dentro de la expresion, los componentes
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E;, E;y E; representan las fracciones relativas de los componentes sensibles; mientras que
los componentes k;, k, Yy ks son las constantes exponenciales asociadas a dichos
componentes. Por dltimo, el término E; refleja la fraccion resistente, es decir, la actividad

residual que permanece incluso a altas concentraciones de inhibidor.

30

. - - . In2 .
Para el célculo de la IC5,”", se aplicd la siguiente férmula: % siendo ky =k;-t-1y

1
considerando como tiempo (t) de incubacién 30 minutos.

En cada ensayo de inhibicion, los datos obtenidos de los experimentos se ajustaron a uno de

los siguientes modelos matematicos:
e Un componente sensible (Figura 4.1):

E = EO . e—ki-30'1

E+1 4

El

Figura 4.1. Representacion de la ecuacion de inhibicion que tiene lugar con un Gnico componente
sensible.

¢ Un componente sensible y uno resistente:
E=Ely-e 307 4 Fp

Terminado el ajuste, se realiz6 el test de la F utilizando el programa SigmaPlot 14.0 para
determinar si un modelo mas complejo mejoraba significativamente el ajuste respecto a otro
con menos parametros.
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5. RESULTADOS

5.1. Inhibicién a tiempo fijo de la actividad PVasa

5.1.1. Inhibiciébn por mipafox

5.1.1.1. Inhibicion sin pretratamiento con AtCh

Para el estudio de inhibicidon con mipafox se llevaron a cabo cuatro experimentos. Un ejemplo

de curva que mejor se ajustaban segun el test de la F se muestran en la Figura 5.1 y los

parametros definidos de los ajustes de los datos experimentales en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Media, desviacion estandar e intervalo de confianza obtenidos para los distintos
pardmetros y componentes de la actividad PVasa de la hrAChE tras el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 5.1. E; indica el porcentaje del componente sensible, Er indica
el porcentaje de componente resistente, k; corresponde a la constante de inhibicion y ICse%° representa
la concentracién de inhibicidn que se necesita para reducir la actividad un 50% a los 30 minutos de
reaccion entre proteina e inhibidor. Indicado entre paréntesis se encuentra el intervalo de confianza

(95%) de cada uno de los componentes.

E.1 + SD Er + SD
92,824 + 2,262 (90,608 — 95,041) 7,176 £ 2,262 (4,959 — 9,392)
ki (uM-s1) + SD 8,993-10° + 6,118:-10°¢
(n=4) (8,394-10° - 9,593:10)
30
ICs0 ((I’I;lZI\fl; *SD 7,733 £ 0,508 (7,236 — 8,231)

Como se observa, el modelo para ajustar los datos experimentales segun el test de la F, fue

el modelo de un componente sensible y otro resistente a la inhibicién.

100
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Figura 5.1. Curva de inhibicion a
tiempo fijo de la actividad PVasade la
hrAChE a distintas concentraciones
de mipafox. ElI procedimiento del
ensayo se realiz6 como esta indicado en
el apartado de Materiales y métodos.
Los valores de actividad se encuentran
expresados en porcentaje respecto a la
muestra control, que contenia 0 uM de
inhibidor.



5.1.1.2. Inhibicién con pretratamiento con AtCh

Para el estudio de inhibicidon con mipafox se llevaron a cabo cuatro experimentos. Un ejemplo

de curva que mejor se ajustaban segun el test de la F se muestran en la Figura 5.2 y los

parametros definidos de los ajustes de los datos experimentales en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Media, desviacion estandar e intervalo de confianza obtenidos para los distintos
pardmetros y componentes de la actividad PVasa de la hrAChE tras el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 5.2. E; indica el porcentaje del componente sensible, Er indica
el porcentaje de componente resistente, k; corresponde a la constante de inhibicion y ICso% representa
la concentracion de inhibicion que se necesita para reducir la actividad un 50% a los 30 minutos de
reaccion entre proteina e inhibidor. Indicado entre paréntesis se encuentra el intervalo de confianza
(95%) de cada uno de los componentes.

E.1 + SD

Er + SD

97,452 + 2,545 (94,958 — 99,945)

2,548 * 2,545 (0,055 - 5,042)

ki (uM1-s1) £ SD

1,554-10% + 3,379-10°
(1,223-10% — 1,885-104)

ICs0%° (uM) £ SD

4,597 + 0,850 (3,765 — 5,430)

Como se observa, el modelo para ajustar los datos experimentales segun el test de la F, fue

el modelo de un componente sensible y otro resistente a la inhibicion.
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Figura 5.2. Curva de inhibicién a
tiempo fijo de la actividad PVasa de la
hrAChE tras su pretratamiento con
AtCh 'y sometida a distintas
concentraciones de mipafox. El
procedimiento del ensayo se realizo
como esta indicado en el apartado de
Materiales y métodos. Los valores de
actividad se encuentran expresados en
porcentaje respecto a la muestra control,
que contenia O uM de inhibidor.



5.1.2. Inhibicién por metamidofos

5.1.2.1. Inhibicion sin pretratamiento con AtCh

Para el estudio de inhibicion con metamidofos se llevaron a cabo tres experimentos. Un
ejemplo de curva que mejor se ajustaban segln el F test se muestran en la Figura 5.3 y los
parametros definidos de los ajustes de los datos experimentales en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Media, desviacion estandar e intervalo de confianza obtenidos para los distintos
parametros y componentes de la actividad PVasa de la hrAChE tras el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 5.3. E; indica el porcentaje del componente sensible, Er indica
el porcentaje de componente resistente, k; corresponde a la constante de inhibicién y ICso% representa
la concentracién de inhibicidn que se necesita para reducir la actividad un 50% a los 30 minutos de
reaccién entre proteina e inhibidor. Indicado entre paréntesis se encuentra el intervalo de confianza
(95%) de cada uno de los componentes.

E.1 + SD Er + SD
93,953 + 2,159 (91,511- 96,396) 6,047 + 2,159 (3,604 — 8,489)
ki (UM1.s1) + SD 1,001-104 + 3,754-10°
(n=3) (5,766-10° + 1,426-104)
30
ICs0 ((I’I;l:,\g; . 7,515 + 2,388 (4,813 — 10,218)

Como se observa, el modelo para ajustar los datos experimentales segun el test de la F, fue
el modelo de un componente sensible y otro resistente a la inhibicion.

100

Figura 5.3. Curva de inhibicion a
5 | tiempo fijo de la actividad PVasa de la
hrAChE a distintas concentraciones
de metamidofos. El procedimiento del
ensayo se realizé como esta indicado en
el apartado de Materiales y métodos. Los
40 4 valores de actividad se encuentran
expresados en porcentaje respecto a la
muestra control, que contenia 0 uM de
20 A C .
inhibidor.
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5.1.2.2. Inhibicién con pretratamiento con AtCh

Para el estudio de inhibicion con mipafox se llevaron a cabo cinco experimentos. Un ejemplo
de curva que mejor se ajustaban segun el F test se muestran en la Figura 5.4 y los parametros
definidos de los ajustes de los datos experimentales en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Media, desviacion estandar e intervalo de confianza obtenidos para los distintos
parametros y componentes de la actividad PVasa de la hrAChE tras el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 5.4. E; indica el porcentaje del componente sensible, Er indica
el porcentaje de componente resistente, ki corresponde a la constante de inhibicion y ICse° representa
la concentracion de inhibicion que se necesita para reducir la actividad un 50% a los 30 minutos de
reaccién entre proteina e inhibidor. Indicado entre paréntesis se encuentra el intervalo de confianza
(95%) de cada uno de los componentes.

E.1 + SD Er + SD
96,865 + 1,433 (95,609 — 98,121) 3,135+ 1,433 (1,879 — 4,391)
ki (UM1.s1) + SD 7,014-10° + 1,544-10°
(n=5) (5,660-10° + 8,367-10)
30
ICs0 ((I’I;l:,\g; =SE 10,195+ 1,779 (8,635 — 11,755)

Como se observa, el modelo para ajustar los datos experimentales segun el test de la F, fue
el modelo de un componente sensible y otro resistente a la inhibicion.

1997 Figura 5.4. Curva de inhibicién a

tiempo fijo de la actividad PVasa de la
hrAChE tras su pretratamiento con
AtCh 'y sometida a distintas
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B procedimiento del ensayo se realizé
2 40 4 como esta indicado en el apartado de
< L)

Materiales y métodos. Los valores de
actividad se encuentran expresados en
porcentaje respecto a la muestra control,
que contenia 0 uM de inhibidor.
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5.2. Inhibicidon a tiempo fijo de la actividad FAc esterasa

5.2.1. Inhibici6bn por mipafox

5.2.1.1. Inhibicién sin pretratamiento con AtCh

Para el estudio de inhibicion con metamidofos se llevaron a cabo cuatro experimentos. Un
ejemplo de curva gue mejor se ajustaban segun el F test se muestran en la Figura 5.5 y los
parametros definidos de los ajustes de los datos experimentales en la Tabla 5.5.

Tabla 5.5. Media, desviacion estandar e intervalo de confianza obtenidos para los distintos
pardmetros y componentes de la actividad FAc esterasa de la hrAChE tras el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 5.5. E; indica el porcentaje del componente sensible, Er indica
el porcentaje de componente resistente, ki corresponde a la constante de inhibicion y ICse%° representa
la concentracién de inhibicidn que se necesita para reducir la actividad un 50% a los 30 minutos de
reaccién entre proteina e inhibidor. Indicado entre paréntesis se encuentra el intervalo de confianza
(95%) de cada uno de los componentes.

E1+SD Er + SD
100
ki (UML-s) + SD 5,668-10 + 1,099-105
(n=4) (4,590-10° + 6,745-10°)
30
ICs0 ((#:'\g +sSD 12,625 + 2,746 (9,934 — 15,317)

Como se observa, el modelo para ajustar los datos experimentales segun el test de la F, fue
el modelo de un componente sensible.

100 -

a0 | Figura5.5. Curvadeinhibicién atiempo
fijo de la actividad FAc esterasa de la
hrAChE a distintas concentraciones de
mipafox. El procedimiento del ensayo se
realizé como esté indicado en el apartado
40 - de Materiales y métodos. Los valores de
actividad se encuentran expresados en
20 4 porcentaje respecto a la muestra control,
que contenia 0 uM de inhibidor.
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5.2.1.2. Inhibicién con pretratamiento con AtCh

Para el estudio de inhibicion con metamidofos se llevaron a cabo cinco experimentos. Un
ejemplo de curva que mejor se ajustaban segun el F test se muestran en la Figura 5.6 y los

parametros definidos de los ajustes de los datos experimentales en la Tabla 5.6.

Tabla 5.6. Media, desviacién estandar e intervalo de confianza obtenidos para los distintos
pardmetros y componentes de la actividad FAc esterasa de la hrAChE tras el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 5.6. E; indica el porcentaje del componente sensible, Er indica
el porcentaje de componente resistente, k; corresponde a la constante de inhibicion y ICso% representa
la concentracion de inhibicion que se necesita para reducir la actividad un 50% a los 30 minutos de
reaccion entre proteina e inhibidor. Indicado entre paréntesis se encuentra el intervalo de confianza
(95%) de cada uno de los componentes.

E1+SD Er + SD
100
ki (UML-s2) + SD 9,008-10 + 1,713-105
(n=5) (7,506-10° + 1,051-104)

ICs0% (M) % SD

(n=5) 7,909 + 1,436 (6,651 — 9,168)

Como se observa, el modelo para ajustar los datos experimentales segun el test de la F, fue

el modelo de un componente sensible.

100 - Figura 5.6. Curva de inhibicién a
tiempo fijo de la actividad FAc
esterasa de la hrAChE tras su
pretratamiento con AtCh y sometida a
distintas concentraciones de
mipafox. El procedimiento del ensayo se
realiz6 como estd indicado en el
apartado de Materiales y métodos. Los
valores de actividad se encuentran
expresados en porcentaje respecto a la
muestra control, que contenia 0 uM de
inhibidor.
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5.2.2. Inhibicién por metamidofos

5.2.2.1. Inhibicion sin pretratamiento con AtCh

Para el estudio de inhibicion con metamidofos se llevaron a cabo tres experimentos. Un
ejemplo de curva gue mejor se ajustaban segln el F test se muestran en la Figura 5.7 y los
parametros definidos de los ajustes de los datos experimentales en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Media, desviacion estandar e intervalo de confianza obtenidos para los distintos
parametros y componentes de la actividad FAc esterasa de la hrAChE tras el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 5.6. E; indica el porcentaje del componente sensible, Er indica
el porcentaje de componente resistente, k; corresponde a la constante de inhibicion y ICso% representa
la concentracién de inhibicién que se necesita para reducir la actividad un 50% a los 30 minutos de
reaccién entre proteina e inhibidor. Indicado entre paréntesis se encuentra el intervalo de confianza
(95%) de cada uno de los componentes.

E.1 + SD Er + SD
96,165 = 1,228 (94,775 — 97,554) 3,835 + 1,228 (2,446— 5,225)
ki (uM.s1) + SD 7,570-10° + 5,645-10°
(n=3) (6,931-10° + 8,209-10°)

ICs0% (M) % SD

(n=3) 9,190 0,666 (8,436 — 9,943)

Como se observa, el modelo para ajustar los datos experimentales segun el test de la F, fue

el modelo de un componente sensible y otro resistente a la inhibicién.
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5.2.2.2. Inhibicién con pretratamiento con AtCh

Para el estudio de inhibicibn con metamidofos se llevaron a cabo tres experimentos. Un
ejemplo de curva que mejor se ajustaban segun el F test se muestran en la Figura 5.8 y los

parametros definidos de los ajustes de los datos experimentales en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8. Media, desviacién estandar e intervalo de confianza obtenidos para los distintos
pardmetros y componentes de la actividad FAc esterasa de la hrAChE tras el ajuste de los datos
experimentales mostrados en la Figura 5.8. E; indica el porcentaje del componente, Eg indica el
porcentaje de componente resistente, ki corresponde a la constante de inhibicion y ICs% representa la
concentracion de inhibicion que se necesita para reducir la actividad un 50% a los 30 minutos de
reaccion entre proteina e inhibidor. Indicado entre paréntesis se encuentra el intervalo de confianza
(95%) de cada uno de los componentes.

E1+SD Er + SD
96,032 + 0,886 (95,030 — 97,034) 3,968 + 0,886 (2,966 4,970)
ki (UML-s2) + SD 8,673-105 + 9,128-10°
(n=3) (7,640-10° + 9,706-10°5)

ICs0% (M) % SD

(n=3) 8,048 + 0,806 (7,136 — 8,961)

Como se observa, el modelo para ajustar los datos experimentales segun el test de la F, fue

el modelo de un componente sensible y otro resistente a la inhibicion.

100 7 Figura 5.8. Curva de inhibicion a

tiempo fijo de la actividad FAc

80 esterasa de la hrAChE tras su
. pretratamiento con AtCh y sometida
£ 0 a distintas concentraciones de
E metamidofos. EI procedimiento del
% 40 - ensayo se realizo como esta indicado en

el apartado de Materiales y métodos.
Los valores de actividad se encuentran
expresados en porcentaje respecto a la
muestra control, que contenia 0 uM de
0 inhibidor.
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6. DISCUSION

6.1. Inhibicion por mipafox

El mipafox es un compuesto de tipo fosforamidato que se utiliza para bloquear la accioén de
las esterasas. Se emplea habitualmente de la medicion de la actividad NTE y es reconocido

por desencadenar OPIDN.

6.1.1. Inhibicién sin pretratamiento con AtCh

Los experimentos de inhibicion por mipafox a tiempo fijo con AChE sin pretratar con
acetiltiocolina (AtCh) mostraron para la actividad PVasa (Figura 5.1) la existencia de un
componente sensible (92,824%) con una ICs0*° media de 7,733 + 0,508 uM y una k; media de
8,993x10° + 6,118x10° uM*.s? (Tabla 6.1), ademas de un componente resistente (7,176%).

Tabla 6.1. Interpretacion global de los pardmetros obtenidos en los experimentos de inhibicion
de la actividad PVasa con mipafox. Se muestran las medias de los valores IC5*° y la ki de los
experimentos independientes realizados.

Enzima sin pretratar Enzima pretratada
IC50%° (UM) 7,733 £ 0,508 4,597 + 0,850
ki (uMt-s1) 8,993x10° + 6,118%106 1,554x104 + 3,379%x10°

Sin embargo, para la actividad FAc esterasa (Figura 5.5) mostraron la existencia de un
componente sensible (100%) con una ICs*° media de 12,625 + 2,746 uM y una ki media de
5,668x10°+ 1,009x10° uM*-s* (Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Interpretaciéon global de los parametros obtenidos en los experimentos de inhibicién
de la actividad FAc esterasa con mipafox. Se muestran las medias de los valores ICs0%° y la kide los
experimentos independientes realizados.

Enzima sin pretratar Enzima pretratada
IC50%° (UM) 12,625 + 2,746 7,909 + 1,436
ki (UM1-s71) 5,668x%10° + 1,009%105 9,008x%10° + 1,713%105
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La existencia de un componente resistente a la inhibicion con mipafox en la actividad PVasa
indica que la inhibicion no es completa, sugiriendo que la enzima no se desactiva al 100%
sino que la hidrdlisis de PV se ralentiza alrededor de un 93%. Sin embargo, la actividad FAc
esterasa si es capaz de inhibirse al 100%, lo que indica que los procesos de hidrélisis de PV

y FAc pueden tener mecanismos moleculares ligeramente diferentes.

El mejor modelo con actividad FAc esterasa segun el test de la F, fue el de un componente
sensible que corresponde a una actividad enzimatica que se inhibe totalmente mediante una
inhibicién irreversible, el cual es el modelo esperado por ser el material biolégico una proteina

pura.

6.1.2. Inhibicién con pretratamiento con AtCh v ultrafiltracion

Los experimentos a tiempo fijo con AChE pretratada con AtCh mostraron para la actividad
PVasa (Figura 5.2) la existencia de un componente sensible (97,452%) con una ICs,*® media
de 4,597 + 0,850 uM y una ki media de 1,554x10*+ 3,379x10° uM*.s? (Tabla 6.1); ademas

de un componente resistente (2,548%).

Sin embargo, para la actividad FAc esterasa (Figura 5.6) mostraron la existencia de un
componente sensible (100%) con una ICs*° media de 7,909 + 1,436 uM y una ki media de
9,008x10°+ 1,713x10°uM*-s* (Tabla 6.2).

La existencia del componente resistente en la inhibicibn con mipafox en actividad PVasa
apoya la idea sugerida en el apartado 6.1.1 sobre la existencia de diferencias en los

mecanismos de hidrélisis del PV y FAc.

6.1.3. Conclusiones acerca de la inhibicion con mipafox

Estudios realizados por Kropp y Richardson (2003), estimaron una ki de 7,15x10° uM*.sty
de la que se puede estimar una ICso* de 5,386 uM en AChE de microsomas de cerebro de

pollo y AtCh como sustrato a una temperatura de 25 °C.

Los resultados de los ensayos realizados para estudiar la actividad PVasa para las muestras
pretratadas con AtCh y ultrafiltradas (Tabla 6.1), se asemejan a los obtenidos por Kropp y
Richardson (2003). Los pardmetros (Tabla 6.1) de los ensayos realizados con enzimas que
habian sido pretratadas con AtCh antes de la inhibicion con mipafox presentan una

sensibilidad mayor a cuando no estan pretratadas.
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La inhibicién se realiz6é en ausencia del sustrato (Figura 6.1), por lo que éste no interfiere con
la reaccion de inhibicion y por tanto las diferencias observadas al utilizar sustratos diferentes
debe ser producidas porque la hidrélisis de los sustratos deben presentar diferencias en los

mecanismos de reaccion.

En el trabajo realizado por Benalal (2025) en AChE recombinante y actividad PVasa se
observé también que la sensibilidad en muestras sin pretratamiento fue menor que en
muestras pretratadas, aunque las ICso®* obtenidas fueran mayores en este TFG, ésto fue
debido a que el stock de mipafox utilizado por Benalal estaba degradado y la concentracion

efectiva de mipafox era menor que la esperada.

Para los estudios de actividad FAc esterasa se observa también que la sensibilidad en
muestras pretratadas con AtCh es mayor que en las no pretratadas (Tabla 6.2).

Inhibidor

+ Sustrato
t ¥

t; . Tiempo de inhibicién (i)

; <

----- >
Sustrato+ inhibidor l
Absorbancia

' <

Absorbancia

Figura 6.1. Programacion tipica en un experimento de inhibicion con el método de tiempo fijo de
fin de reaccion (Estévez et. al., 2024). La enzima se trata con un inhibidor (primera flecha vertical) y
se preincuba durante un tiempo de inhibicién (t). Después, se afiade el sustrato (segunda flecha
vertical) y se incuba durante el tiempo de sustrato (ts) para que se de la reacciéon enzima-sustrato y
medir la enzima activa residual. Por ultimo, se para la reaccion (tercera flecha vertical) y se afiade un
reactivo de color para medir absorbancia. La actividad se presenta como porcentaje de actividad
enzimatica comparada con la actividad sin el inhibidor. La adicion de un sustrato normalmente para la
inhibicién debido a la dilucién y a la proteccién del sustrato.
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6.2. Inhibicién por metamidofos

El metamidofos es un insecticida organofosforado fosforamidato altamente toxico que inhibe

la acetilcolinesterasa, causando un sindrome colinérgico agudo.

6.2.1. Inhibicién sin pretratamiento con AtCh

Los experimentos de inhibicién por metamidofos a tiempo fijo con AChE sin pretratar con AtCh
mostraron para la actividad PVasa (Figura 5.3) la existencia de un componente sensible
(93,953%) con una ICs*° media de 7,515 + 2,388 uM y ki media de 1,001x10*+ 3,754x10°
uM?.st (Tabla 6.3); ademas de un componente resistente (6,047%).

Tabla 6.3. Interpretacién global de los parametros obtenidos en los experimentos de inhibicién
de la actividad PVasa con metamidofos. Se muestran las medias de los valores ICs0%° y la kide los
experimentos independientes realizados.

Enzima sin pretratar Enzima pretratada
ICs0%° (UM) 7,515 + 2,388 10,195 + 1,779
ki (uM1-s1) 1,001x104 + 3,754x105 7,014x105 + 1,544x105

Sin embargo, para la actividad FAc esterasa (Figura 5.7) mostraron la existencia de un
componente sensible (96,165%) con una ICso* media de 9,190 + 0,666 UM y una ki media de
7,570x10° £+ 5,645x10° uM*-s (Tabla 6.4); ademas de un componente resistente (3,835%).

Tabla 6.4. Interpretaciéon global de los pardmetros obtenidos en los experimentos de inhibicién
de la actividad FAc esterasa con metamidofos. Se muestran las medias de los valores IC5¢% y la k;
de los experimentos independientes realizados.

Enzima sin pretratar Enzima pretratada
ICs50%° (UM) 9,190 + 0,666 8,048 + 0,806
ki (uM1.s1) 7,570x10° + 5,645%10° 8,673x10° + 9,128x10°

Al trabajar con una proteina pura, se esperaria un componente sensible si la actividad se
inhibe completamente, como ocurre con la actividad FAc esterasa descrita en el apartado
6.1.1.

La existencia de un componente resistente a la inhibicion con metamidofos en la actividad
PVasa y en la actividad FAc esterasa indica que la inhibicién no es completa, sugiriendo que
la enzima no se desactiva al 100% sino que la hidrélisis de PV y FAc se ralentiza alrededor

de un 93% y un 96%, respectivamente.
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6.2.2. Inhibicién con pretratamiento con AtCh v ultrafiltracion

Los experimentos a tiempo fijo con AChE pretratada con AtCh para la actividad PVasa (Figura
5.4) mostraron la existencia de un componente sensible (96,865%) con una ICs*° media de
10,195 + 1,779 uM y una ki media de 7,014x10°+ 1,544x10°uM*-s* (Tabla 6.3); ademas de
un componente resistente (3,135%).

Sin embargo, para la actividad FAc esterasa (Figura 5.8) mostraron la existencia de un
componente sensible (96,032%) con una ICs:*° media de 8,048 + 0,806 UM y una k; media de
8,673x10°+ 9,128x10°uM*-s* (Tabla 6.4); ademas de un componente resistente (3,968%).

La existencia del componente resistente en la inhibicion con metamidofos en actividad PVasa

y actividad FAc esterasa apoya la idea sugerida en el apartado 6.2.1.

6.2.3. Conclusiones acerca de la inhibicién con metamidofos

Cadez et al. (2021) trabajaron con AChE humana recombinante y AtCh como sustrato a una
temperatura de 25 °C y describieron una k; de 4,6x10° uM*.s? de la que se puede estimar
una ICso* de 8,37 uM. Por lo que seria posible deducir que la ICs0*® a 37 °C deberian ser mas
baja, por tanto, las ICs0*° obtenidas en este trabajo en muestras no pretratadas podrian ser

mayores gue las de la bibliografia a 37 °C.

Los datos de la enzima pretratada varia de los obtenidos en los experimentos de la bibliografia
(Cadei et al., 2021), realizados con enzima recombinante; mientras que los resultados sin
pretratamiento muestran una similitud con la literatura. La Tabla 6.3 muestra que la actividad
PVasa de la enzima sin pretratar con AtCh es mas sensible que cuando se somete al

pretratamiento y ultrafiltracion.

Mientras tanto, en los estudios para la actividad FAc esterasa se observa que los datos se
asemejan a los obtenidos en los experimentos realizados por Cadez et al. (2021). En la
inhibicién de la actividad FAc esterasa (Tabla 6.4) los datos obtenidos tanto en los ensayos
sin pretratamiento como los realizados tras pretratar con AtCh y ultrafiltrar, se asemejan en
ambos casos, no encontrando una diferencia significativa en la actividad de la enzima en

ambos casos.
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6.3. Consideraciones finales

Este estudio demuestra que la AtCh altera las interacciones de mipafox y metamidofos con

AChE recombinante y apoya las observaciones realizadas por Benalal (2025).

Estévez et al. (2009 y 2022) observaron que la tiocolina (tCh) liberada en el centro activo
modifica la actividad de la enzima de manera irreversible, lo que podria alterar la inhibicion de
estos inhibidores; este fendbmeno depende estrechamente de la estructura quimica del

inhibidor empleado y del sustrato, siendo mas evidente en la inhibicién con mipafox.

De hecho, la inhibicién por mipafox de la hrAChE modificada por tCh resulté comparable a la
observada en AChE de tejidos animales. Esto apoya la idea propuesta en Benalal (2025) de
que la tCh liberada podria inducir una posmaduracién dirigida por el sustrato AtCh, siendo un
proceso que podria extenderse a AChE no recombinante.

Por otro lado, los ensayos con metamidofos revelaron que la modificacion por tCh no afecta
significativamente a la inhibicion de la actividad FAc esterasa tal como ocurre en lo observado
con la inhibicién por mipafox, pero cuando se utiliza metamidofos con PV como sustrato, la
enzima recombinante sin pretratar muestra una mayor sensibilidad en comparacién con la

pretratada, distinto a lo observado con el mipafox.
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7. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES FUTURAS

7.1. Conclusiones

Los experimentos de inhibicidon con mipafox y PV como sustrato en muestras sin
pretratamiento con AtCh muestran un componente sensible, con unos valores de k;
de 8,993x10° + 6,118x10° pM*-sty de ICs* de 7,733 + 0,508 uM; ademas de un
componente resistente.

Los experimentos de inhibiciébn con mipafox y PV como sustrato en muestras
pretratadas con AtCh muestran un componente sensible, con unos valores de ki de
1,554x10* + 3,379x10° uM*.s? y de IC5* de 4,597 + 0,850 uM; ademas de un
componente resistente.

En las muestras pretratadas con AtCh, la hrAChE resulta més sensible a la inhibicién
con mipafox.

Los experimentos de inhibicion con mipafox y FAc como sustrato en muestras sin
pretratamiento con AtCh muestran un solo componente sensible, con unos valores
de ki de 5,668x10° + 1,009x10° puM*-sty de ICs0*° de 12,625 + 2,746 uM.

Los experimentos de inhibiciébn con mipafox y FAc como sustrato en muestras
pretratadas con AtCh muestran un solo componente sensible, con unos valores de k;
de 9,008x10° + 1,713x10° uM*-s' y de ICs0*° de 7,909 + 1,436 UM.

En muestras pretratadas con AtCh, la hrAChE resulta mas sensible a la inhibicion
con mipafox.

Los experimentos de inhibicion con metamidofos y PV como sustrato en muestras sin
pretratamiento con AtCh muestran un componente sensible, con unos valores de k;
1,001x10* £ 3,754x10° uM*-sty de IC50*° de 7,515 + 2,388 uM; ademas de un
componente resistente.

Los experimentos de inhibicién con metamidofos y PV como sustrato en muestras
pretratadas con AtCh muestran un componente sensible, con unos valores de kide
7,014x10° + 1,544x10° uM*-sty de ICs0*° de 10,195 + 1,779 uM; ademas de un
componente resistente.

En muestras pretratadas con AtCh, la hrAChE resulta menos sensible a la inhibicion
con metamidofos.

Los experimentos de inhibicion con metamidofos y FAc como sustrato en muestras
sin pretratamiento con AtCh muestran un componente sensible, con unos valores de
ki de 7,570x10° + 5,645x10° uM*-sty de ICs0%° de 9,190 + 0,666 uM; ademas de un
componente resistente.

Los experimentos de inhibicién con metamidofos y FAc como sustrato en muestras

pretratadas con AtCh muestran un componente sensible, con unos valores de k; de
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8,673x10° + 9,128x10° uM*-s? y de ICs0°° de 8,048 + 0,806 uM; ademas de un
componente resistente.

No se observan diferencias significativas en la inhibicion con metamidofos entre
muestras pretratadas con AtCh y sin pretratar.

Se ha detectado un componente resistente a la inhibicion con mipafox en la actividad
PVasa y a la inhibicién con metamidofos en la actividad PVasa y FAc esterasa,;
indicando que estos casos la actividad no se inhibe completamente, indicando un
mecanismo de hidrélisis mas complejo.

Las diferencias de sensibilidad con un mismo inhibidor al utilizar diferentes sustratos
indican diferencias significativas en los mecanismos moleculares de hidrélisis de
dichas muestras.

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que la hrAChE debe reaccionar con
AtCh para tener un comportamiento similar al de la AChE no recombinante presente
en organismos Vvivos.

A partir de los resultados obtenidos, se aconseja pretratar la hrAChE con AtCh a la

hora de realizar ensayos enfocados a aplicaciones biotecnoldgicas.

7.2. Proyecciones a futuro

Estudiar muestras de hrAChE pretratadas con AtCh y ACh con espectrometria de
masas para ver si hay cambios irreversibles en la estructura de la hrAChE.

Realizar estudios de inhibicién con otros compuestos OPs con muestras pretratadas
con AtCh y ACh de colinesterasas recombinantes y no recombinantes de diferentes

especies, incluyendo recombinantes de origen bacteriano.
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