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A mi abuela y la Lili. 

Quienes siempre estarán en mis pasos. 
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GPU; unidad de procesamiento 

gráfico (del inglés, Graphical 

Processing Unit) 

GRh; glóbulos rojos humanos 

H; valor de hidrofobicidad Gravy  

hAChE; acetilcolinesterasa humana 

hBChE; butirilcolinesterasa humana 

HLP; predicción del tiempo de vida 

media (en inglés, Half Life 

Prediction) 

HOBt; hidroxibenzotriazol 

HPLC; cromatografía líquida de alta 

performance 

IC50; concentración inhibitoria 50 

IChEs; inhibidores de las 

colinesterasas 

IC95%; intervalo de confianza del 

95% 

IEs; inhibidores enzimáticos 

Kd; contante de disociación 

Ki; constante de inhibición 

MALDI; desorción por láser asistida 

por matriz 

MAO-B; monoamino oxidasa B 

MD; dinámica molecular 

MM; mecánica molecular 

MM/GBSA; mecánica Molecular con 

área de solvatación de superficie 

generalizada de Born (del inglés, 

Molecular mechanics with 

generalised Born and surface area 

solvation) 

MS; espectrometría de masas 

MS-MS; espectrometría de masas 

en tándem 

NFTs; ovillos neurofibrilares 

OMS; Organización Mundial de la 

Salud 

PAMs; péptidos antimicrobianos 

PAS; Sitio Aromático Periférico 

PBs; péptidos bioactivos 

PDB; Protein Data Bank 

PTs; péptidos terapéuticos 

QM/MM; mecánica 

cuántica/mecánica molecular 

RMN; resonancia Magnética Nuclear 
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RMSD; desviación cuadrática media 

(del inglés, Root-mean-square 

deviation) 

ROS; especies reactivas de oxígeno  

RP; fase reversa 

S; sustrato 

SA; subsitio aniónico 

SEM; Microscopía electrónica de 

barrido (del inglés Scanning Electron 

Microscopy) 

SPPS; síntesis de péptidos en fase 

sólida 

TBTU; O-(benzotriazol-1-il)- 

tetrametiluronio 

TcAChE; acetilcolinesterasa de 

Tetronarce califórnica 

TFA; scido trifuoracético 

TIP3P; Potencial Intermolecular 

Transferible 3 Puntos (del inglés, 

Transferable Intermolecular 

Potential 3 Points) 

TIS; Triisopropilsilano 

Tof; tiempo de vuelo (en inglés, time 

of flight) 

tr; tiempo de retención 

Vmax; velocidad máxima 
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generado entorno a los inhibidores de la AChE que actúan en un sitio enzimático 

no catalítico llamado Sitio Aromático Periférico (PAS). Se ha demostrado que, a 

través de este sitio, ☛✁ ✪✣✲✯ ✂✁✄✞✟✍✟✂✁ ☎✝ ☛✁ ✁✙✄☎✙✁✍✟✤✝ ✌☎ ✪✟ ✠✁☞✏✄☎✍✟☎✝✌✏ ☎☛

proceso. Los IChEs que ejercen su actividad mediante interacción con este sitio 

pueden, potencialmente, tener un efecto inhibitorio también sobre la deposición 

✌☎ ✪✟✬ El PAS es muy rico en residuos aromáticos y sus inhibidores normalmente 

contienen anillos aromáticos o heteroaromáticos que forman interacciones 

aromática-aromática con la enzima. 

Muchos IChEs son compuestos naturales o derivados. Además de las 

moléculas pequeñas, se han aislado de diferentes fuentes algunos péptidos con 

actividad inhibitoria de las colinesterasas. Los péptidos terapéuticos están 

ganando cada vez más atención dentro del mercado de fármacos, con una cuota 

actual de mercado del 5%. 

En este trabajo se aplicaron técnicas de diseño racional y síntesis para 

obtener nuevos péptidos con elevada actividad como IChEs. A tal fin, se partió 

de una secuencia con moderada actividad inhibitoria de las colinesterasas, el 

péptido natural Hp-1935 de 19 residuos, aislado e identificado previamente por 

el grupo de trabajo a partir de la rana del litoral argentino Boana pulchella. 

Inicialmente, se aplicó una estrategia de diseño de desplazamiento de secuencia 

para encontrar la región responsable de la actividad inhibitoria, con el fin de 

obtener una secuencia más corta para utilizar de base en el diseño de análogos 

de sustitución. Los péptidos se sintetizaron mediante Fmoc-SPPS. De esta 

manera, se encontró el péptido LL de sólo 10 residuos que retuvo gran parte de 

la actividad inhibitoria. 

A partir de LL, se implementó un diseño guiado computacionalmente, 

mediante el estudio de la interacción AChE-péptido con técnicas de docking y 

dinámica molecular, para seleccionar los residuos blanco para las sustituciones. 

Las modificaciones apuntaron a la sustitución de residuos alifáticos por 

aromáticos, para incluir en la secuencia grupos químicos muy presentes en los 

IChEs y generar contactos de tipo aromático-aromático, típicamente más fuertes 

que los alifático-aromático. Los análogos de sustitución se sintetizaron y 
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evaluaron como inhibidores in vitro tanto frente a AChE y BChE, mediante 

reacción de Ellman. 

Los resultados destacaron que una de las secuencias generadas, el 

péptido W3 con una sustitución de Trp, mostró una actividad casi 100 veces más 

alta que la de la secuencia de base frente a la AChE humana, con un valor de 

IC50 0,99 µM (± 0,02), siendo el péptido más potente que se haya reportado frente 

a las colinesterasas. Esta secuencia inhibió también la BChE (IC50: 15,44 µM ± 

0,91). El modelado computacional de su interacción con la enzima, junto con 

estudios de cinética enzimática, permitieron determinar que su región de 

interacción, al igual que los demás péptidos de esta serie, es el PAS. Otro 

derivado (W3W7) con dos sustituciones de Trp, mostró importantes valores de 

actividad frente a AChE y BChE (IC50-AChE: 1,70 µM ± 0,05; IC50-BChE: 9,40 

µM ± 0,48). Estos hallazgos indican que la estrategia de diseño fue efectiva para 

aumentar la actividad de la secuencia base. 

Los compuestos desarrollados fueron evaluados también por su actividad 

biológica frente a otros blancos de la EA. Algunos de los análogos, en particular 

los que contienen Trp, mostraron buen potencial antioxidante y quelante de 

hierro (II). El derivado W3W7 fue el de mayor actividad antioxidante frente a 

radicales DPPH con un valor de EC50 de 27,58 µM ± 8,74, lo que lo posiciona 

entre los péptidos más antioxidantes que se hayan reportado. W3 también 

resultó antioxidante (EC50: 78,31 µM ± 18,18). Además, para este último, se 

☎☞✁☛✡✤ ✆✡ ☎✠☎✍✞✏ ✟✝✲✟✎✟✞✏✄✟✏ ✌☎ ☛✁ ✁✙✄☎✙✁✍✟✤✝ ✌☎ ✪✟ inducida por AChE, con el 

método de la tioflavina T. Se encontró que este péptido es altamente activo in 

vitro contra este proceso de fibrilación, logrando inhibir el 94,2% ± 1,2 de la 

agregación ✌☎ ✪✟ luego de 8 horas. Estos hallazgos enfatizan el interés sobre 

esta secuencia al demostrar su potencial como agente activo simultáneamente 

sobre diversas de las vías fisiopatológicas que desencadenan los síntomas de la 

EA. 

Finalmente, se evaluó el potencial tóxico de las secuencias con ensayos 

de hemólisis, de toxicidad in vivo frente a Artemia salina y de predicción de 

toxicidad in silico. Notablemente, no se encontró una toxicidad elevada en 
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general en estas secuencias y el péptido W3, en particular, mostró actividad 

hemolítica a concentraciones mucho mayores a su concentración activa. 

La EA es una patología que se encuentra en acelerado crecimiento y 

posee una compleja etiología que requiere de modernos métodos de tratamiento. 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral evidencian el potencial de los 

péptidos como compuestos activos en este tipo de enfermedades y expone un 

esquema de diseño racional de péptidos que resultó ampliamente exitoso para 

el incremento de la actividad inhibitoria. Estos avances podrían allanar el camino 

hacia el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos para el abordaje de la EA, 

dado que se considera a la secuencia W3 y a otros de los derivados obtenidos 

como excelentes secuencias de base para el desarrollo de nuevos fármacos. 
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site, AChE participates in A✟ aggregation as a chaperone, favoring the process. 

ChEIs that exert their activity through interaction with this site can potentially have 

an inhibitory effect on A✟ deposition as well. PAS is very rich in aromatic residues 

and its inhibitors usually contain aromatic or heteroaromatic rings that form 

aromatic-aromatic interactions with the enzyme. 

Numerous ChEIs are naturally occurring compounds or derivatives. In 

addition to small molecules, bigger molecules as peptides showing 

cholinesterase inhibitory activity have been obtained from different sources. 

Therapeutic peptides are gaining more and more attention within the drug market, 

with a current market share of 5%. 

In this work, rational design and synthesis techniques were applied to 

obtain new peptides with high activity as ChEIs. To this end, we started from a 

sequence with moderate cholinesterase inhibitory activity, the 19-mer natural 

peptide Hp-1935, previously isolated and identified by the working group from the 

frog Boana pulchella from the Argentine coast. Initially, a sequence-shift design 

strategy was applied to find the region responsible for the inhibitory activity, in 

order to obtain a shorter sequence to use as a base sequence in the design of 

substitution analogs. Peptides were synthesized by Fmoc-SPPS. By applying this 

strategy, the LL peptide of only 10 residues was found to retain much of the 

inhibitory activity of Hp-1935. 

Starting from LL, a computer-guided design was implemented, by studying 

the AChE-peptide interaction with docking and molecular dynamics techniques, 

to select the target residues for substitutions. The modifications aimed at 

replacing aliphatic residues with aromatic ones, to include in the sequence 

chemical groups that are normally present in ChEIs and generate aromatic-

aromatic contacts, typically stronger than aliphatic-aromatic ones. The 

substitution analogues were synthesized and evaluated as inhibitors in vitro 

against both AChE and BChE, by Ellman's reaction. 

The results highlighted that one of the generated sequences, the W3 

peptide with a Trp substitution, showed an activity almost 100 times higher than 

that of the base sequence against human AChE, with an IC50 value of 0.99 µM (± 
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0.02), being the most potent peptide that has been reported against 

cholinesterases. This sequence also inhibited BChE (IC50: 15.44 µM ± 0.91). The 

computational modeling of its interaction with the enzyme, together with reaction 

kinetics studies, allowed us to determine that its region of interaction, like the 

other peptides in this series, is the PAS. Another derivative (W3W7) with two Trp 

substitutions showed significant activity values against AChE and BChE (IC50-

AChE: 1.70 µM ± 0.05; IC50-BChE: 9.40 µM ± 0.48). These findings indicate that 

the design strategy was effective in increasing base sequence activity. 

The developed compounds were also evaluated for their biological activity 

against other AD targets. Some of the analogues, particularly those containing 

Trp, showed good antioxidant and iron(II) chelating potential. The W3W7 

derivative had the highest antioxidant activity against DPPH radicals with an EC50 

value of 27.58 µM ± 8.74, which places it among the most antioxidant peptides 

that have been reported. W3 was also antioxidant (EC50: 78.31 µM ± 18.18). 

Furthermore, for the latter, its inhibitory effect on A✟ aggregation induced by 

AChE was evaluated with the thioflavin T method. It was found that this peptide 

is highly active in vitro against the fibrillation process, as it was capable of 

inhibiting 94.2% ± 1.2 of A✟ aggregation after 8 hours. These findings emphasize 

the interest in this sequence by demonstrating its potential as a simultaneously 

active agent on various pathophysiological pathways that trigger AD symptoms. 

Finally, the toxic potential of the sequences was evaluated with hemolysis 

tests, in vivo toxicity against Artemia salina and in silico toxicity prediction. 

Notably, no overall elevated toxicity was found in these sequences and the W3 

peptide, specifically, showed hemolytic activity at concentrations much higher 

than its active concentration. 

AD is a pathology that is rapidly growing and has a complex etiology that 

requires modern treatment methods. The results obtained in this doctoral thesis 

expose a rational peptide design scheme, which was widely successful in 

increasing inhibitory activity. These advances could pave the way for the 

development of new therapeutic approaches to address AD. The W3 sequence 

and other derivatives obtained are considered excellent base sequences for the 

development of new drugs. 
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Figura 1: Tendencia estimada de la prevalencia global de demencia por año según sexo, con 

intervalos de confianza del 95 %, período 2019�2050. Fuente: adaptado de GBD, 2022. 

El aumento en el número de casos tendrá importantes implicancias 

sociales y económicas, incluyendo costos médicos y sociales directos y costos 

indirectos relacionados con la atención fuera de las instituciones. En 2019, 

solamente el costo social total a nivel mundial se estimó en US$ 1,3 billones, lo 

que equivale al 1,1 % del PBI global, pudiendo ascender a US$ 2,8 billones para 

2030 (Shin, 2022). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) considera a la demencia 

como una prioridad de salud pública. En su informe publicado en 2012, titulado 

Dementia: a public health priority, la OMS busca proporcionar información y 

aumentar la conciencia sobre este problema. Además, en mayo de 2017, la 

Asamblea Mundial de la Salud respaldó el Plan de acción mundial sobre la 

respuesta de salud pública a la demencia 2017-2025 (Cahill, 2020). 

Los síntomas principales de la enfermedad de Alzheimer incluyen la 

pérdida de memoria y de funciones cognitivas, como los cambios en el 

comportamiento, deterioro de la integridad individual, alucinaciones y pérdida de 

habilidades para hablar y escribir (Li et al., 2014). 
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1.1.2.  Fisiopatología 

Este trastorno neurodegenerativo se caracteriza por la formación de 

acumulaciones anormales conocidas como placas seniles, compuestas por 

agregados de ✂✒✂✞✟✌✏ ✟-✁✕✟☛✏✟✌☎ ✤✪✟✦★ ✢ ✏☞✟☛☛✏✆ ✌☎ ✂✄✏✞☎✗✝✁ ✞✁✡ ✲✟✂☎✄✠✏✆✠✏✄✟☛✁✌✁

(Serrano-Pozo et al., 2011). Si bien ambos se utilizan como indicadores 

✂✁✞✏☛✤✙✟✍✏✆ ✌☎ ☛✁ ✯✪★ ☛✏✆ ✕✚✆ ✍✁✄✁✍✞☎✄✗✆✞✟✍✏✆ ✆✏✝ ☛✏✆ ✌☎✂✤✆✟✞✏✆ ✌☎ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟★

que se consideran el principal agente neurodegenerativo de la enfermedad, a 

través de múltiples mecanismos de toxicidad (Carrillo-Mora et al., 2014). Por 

muchos años se consideró a los depósitos de ✞✁✡ ✢ ✪✟ ✍✏✕✏ específicos de la 

EA, pero en los últimos años se ha reportado la presencia de estas especies 

insolubles en el cerebro de pacientes con otros trastornos neurodegenerativos 

como la Enfermedad de Parkinson (EP), que es la segunda causa de demencia 

más importante (Chin et al., 2020)✬ �✏✆ ✌☎✂✤✆✟✞✏✆ ✌☎ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟, además, se 

vincularon con un deterioro cognitivo en la EP (Lim et al., 2019; Zhang et al., 

2018). 

La composición principal de las placas seniles son depósitos 

☎✱✞✄✁✍☎☛✡☛✁✄☎✆ ✌☎ ✪✟★ ✂✒✂✞✟✌✏ ✌☎ ☎✣-43 aminoácidos que se deriva del 

procesamiento proteolítico de una proteína integral de membrana llamada 

proteína precursora amiloidea (APP, del inglés amyloid precursor protein). 

Aunque la función de la APP aún no se comprende por completo, se ha elucidado 

el proceso enzimático responsable de su metabolismo amiloidogénico en los 

últimos años ✤✘✲✓✄✟☎✝ ✢ �✏✝✙★ ✂✄✜✜✦. La APP es clivada secuencialmente por 

✌✏✆ ☎✝✌✏✂✄✏✞☎✁✆✁✆★ ☛✁ ✟-✆☎✍✄☎✞✁✆✁ ✢ ☛✁ ✂-✆☎✍✄☎✞✁✆✁✬ �✁ ✟-secretasa primero cliva 

la APP, liberando un fragmento largo y dejando un fragmento de 99 aminoácidos 

☎✝ ☛✁ ✕☎✕✎✄✁✝✁ ✤☛☛✁✕✁✌✏ ✣✳✛✟✦★ ✜✡☎ ☛✡☎✙✏ ☎✆ ✍☛✟☞✁✌✏ ✄✚✂✟✌✁✕☎✝✞☎ ✂✏✄ ☛✁ ✂-

secretasa, g☎✝☎✄✁✝✌✏ ☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ (Sun et al., 2015). Debido a su naturaleza 

✲✟✌✄✏✠✤✎✟✍✁ ☎ ✟✝✆✏☛✡✎☛☎★ ☎☛ ✪✟ ✆☎ ✁✙✄☎✙✁ ✢ ✠✏✄✕✁ ☛✁✆ ✂☛✁✍✁✆ ✆☎✝✟☛☎✆✬ ✩☎ ✕✡☎✆✞✄✁

un esquema del proceso enzimático en la Figura 2. 
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Figura 2: Esquema del proceso enzimático de liberación extracelular del péptido Aß. 

�✁ ✂-secretasa a menudo realiza un corte impreciso, lo que resulta en 

heterogeneidad en el extremo C-✞☎✄✕✟✝✁☛ ✌☎☛ ✪✟✬ ✑✏✄ ☎✆✞✁ ✄✁✰✤✝★ ☎✱✟✆✞☎✝ ☞✁✄✟✁✆

☎✆✂☎✍✟☎✆ ✌☎ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟★ ✂☎✄✏ ☛✁✆ ✕✚✆ ✁✎✡✝✌✁✝✞☎✆ ✆✏✝ la que terminan en la 

✂✏✆✟✍✟✤✝ ✥✄ ✤✪✟40, 

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV), que representa 

aproximadamente el 80-90% del total, seguida por la que termina en la posición 

✥✂ ✤✪✟42), que agrega los resisuos -IA en el C-terminal y representa 

aproximadamente entre el 5% y el 10%. Esta última especie es especialmente 

hidrofóbica y fibrogénica y es componente mayoritario de las fibrillas amiloides 

cerebrales (Zhao et al., 2020). 

La investigación ha demostrado que las placas seniles son tóxicas para 

las neuronas y pueden interferir con una variedad de procesos celulares, como 

la interrupción de la comunicación neuronal, generación de una respuesta 

inflamatoria en el cerebro, aumento del estrés oxidativo o la disfunción 

mitocondrial. En conjunto, estos efectos tóxicos contribuyen al deterioro 

progresivo de las funciones cognitivas y al daño neuronal característico de la EA 

(Reiss et al., 2018). 

Por otra parte, la hiperfosforilación de la proteína tau, una proteína 

asociada a los microtúbulos esencial para la estabilidad del esqueleto neuronal, 
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provoca su agregación en filamentos neuronales, que forman los ovillos 

neurofibrilares o NFTs (del inglés, neurofibrillary tangles). Estos depósitos se van 

acumulando en la materia blanca del cerebro, lo que afecta la red sináptica y 

ocasiona un mayor daño neuronal (Gendreau y Hall, 2013). Aunque el factor 

desencadenante de este proceso aún no se conoce, una de las teorías más 

respaldadas sugiere una disfunción lisosomal como posible causa (Funk y Kuret, 

2012). 

1.1.3.  Etiología y tratamiento  

La idea de que los daños neuronales y los problemas relacionados con la 

EA puedan ser causados por una mayor liberación o menor degradación del 

✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ ✢ ☛✁ ✍✏✝✆✟✙✡✟☎✝✞☎ ✠✏✄✕✁✍✟✤✝ ✌☎ ✂☛✁✍✁✆ ✆☎✝✟☛☎✆ ✆☎ ✂☛✁✝✞☎✤ ☎✝ ✜✣✣✂ ✢

se conoce como "Hipótesis de la cascada amiloidea" (Hampel et al., 2021). Esta 

hipótesis surgió después de descubrir mutaciones raras en los genes de la APP 

en familiares con la enfermedad (Kametani y Hasegawa, 2018). Sin embargo, 

esta idea ha sido objeto de reformulación y críticas, ya que no se ha encontrado 

una relación clara entre la formación de placas seniles y los ovillos 

neurofibrilares, y se ha observado la presencia de placas seniles en personas 

sin síntomas de Alzheimer o problemas de memoria (Jagust, 2016). De hecho, 

aún no se utilizan para terapia fármacos que actúen directamente inhibiendo la 

✌☎✂✏✆✟✍✟✤✝ ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ ✏ ☎☛✟✕✟✝✁✝✌✏ ✆✡✆ ✁✙✄☎✙✁✌✏✆ ✂✁✄✁ ✆✡ ✞✄✁✞✁✕✟☎✝✞✏★

aunque dichos fármacos, que podrían actuar como terapias modificadoras de la 

enfermedad, están siendo activamente investigados y desarrollados (Song et al., 

2022).  

En 2021, la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados 

Unidos FDA (del inglés, U.S. Food and Drug Administration) aprobó, bajo la vía 

de aprobación acelerada, el uso del anticuerpo monoclonal (Aducanumab) que 

✆☎ ✡✝☎ ☎✆✂☎✍✗✠✟✍✁✕☎✝✞☎ ✁ ☛✏✆ ✁✙✄☎✙✁✌✏✆ ✌☎ ✪✟ pero su uso sigue siendo 

controvertido ya que la FDA sugirió realizar más ensayos clínicos para evaluar 

sus beneficios (Liu et al., 2022) debido al rechazo de la Agencia Europea de 

Medicamentos que llevó al retiro de la solicitud de autorización de 

comercialización en Europa. De todas formas, la aprobación de esta terapia por 

parte de la FDA agudizó el interés por los compuestos anti- ✪✟✬ ✯✝ ✂✄✂✂★ ✆☎
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obtuvieron también resultados positivos de estudios clínicos de fase II del 

✁✝✞✟✍✡☎✄✂✏ ✕✏✝✏✍☛✏✝✁☛ ✌✟✄✟✙✟✌✏ ✍✏✝✞✄✁ ✪✟ ✌✏✝✁✝☎✕✁✎ ✤Gueorguieva 2023) y, 

recientemente, en julio de 2023, la FDA aprobó, esta vez bajo la vía tradicional, 

el anticuerpo monoclonal IgG1 humanizado lecanemab luego de los resultados 

de un ensayo clínico controlado y aleatorizado de fase III (FDA, 2023; Reardon, 

2023). Este compuesto se une con gran afinidad a las protofibrill✁✆ ✆✏☛✡✎☛☎✆ ✪✟

para retrasar el avance de la enfermedad en pacientes tempranos (van Dyck et 

al., 2023). Sin embargo, la magnitud del efecto clínico provocado tanto por 

donanemab como por lecanemab es limitada, por lo que se propone el uso de 

estas drogas en combinación con otras, empleando una terapia multiobjetivo 

(Melchiorri et al., 2023). 

La otra hipótesis principal sobre la causa original de la EA es la "Hipótesis 

colinérgica", que ha sido la base para el desarrollo de los medicamentos 

actualmente usados para tratamiento. Esta teoría sugiere que la pérdida de 

actividad colinérgica, es decir, bajos niveles del neurotransmisor acetilcolina 

(ACh) en el espacio sináptico encontrados en las personas con EA, son el factor 

primario de las anormalidades asociadas (Chen et al., 2022). 

La ACh es un neurotransmisor excitador ampliamente presente en el 

sistema nervioso central y periférico. Se trata de un éster de acetil coenzima A 

(acetil-CoA) y colina con fórmula química CH3COOCH2CH2N+(CH3)3. Se sintetiza 

mediante la acción de una enzima llamada colina acetiltransferasa (CAT). La 

acción de la ACh a través de los receptores neuronales nicotínicos y 

muscarínicos es fundamental en procesos como la activación, el ciclo sueño-

vigilia, la atención, el aprendizaje y la memoria (Ferreira-Vieira et al., 2016). Por 

lo tanto, la regulación de los niveles de ACh en el espacio sináptico es crucial 

para el buen funcionamiento del sistema nervioso. 

Los niveles de ACh, a su vez, dependen en gran medida de la acción de 

las enzimas colinesterasas (acetilcolinesterasa: AChE, EC 3.1.1.7 y 

butirilcolinesterasa o pseudocolinesterasa: BChE, EC 3.1.1.8), capaces de 

catalizar la reacción de hidrólisis de la ACh en colina y ácido acético, y así 

inactivarla luego de su liberación evitando un exceso de estimulación colinérgica 
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(Anand y Singh, 2013). Un esquema del ciclo de la ACh en el espacio sináptico 

se muestra en Figura 3. 

 

Figura 3: Esquema de una sinapsis colinérgica. Adaptado de Sánchez-Chávez y Salceda 

(2008) 

En las personas afectadas por EA, se observa una actividad anormal de 

estas enzimas, lo que causa un descenso de los niveles fisiológicos de ACh 

(Rinne et al., 2003). Por este motivo, el desarrollo farmacológico de drogas para 

el tratamiento de esta enfermedad se ha enfocado, desde el surgimiento de la 

✆✞✟✂✤✞☎✆✟✆ ✍✏☛✟✝✒✄✙✟✍✁✡★ ☎✝ ✏✎✞☎✝☎✄ ✠✚✄✕✁✍✏✆ ✍✁✂✁✍☎✆ ✌☎ ✁✡✕☎✝✞✁✄ ☛✏✆ ✝✟☞☎☛☎✆ ✌☎

ACh de los pacientes. En este sentido, son muy importantes los compuestos 

capaces de disminuir la acción de hidrólisis de ACh de las colinesterasas, es 

decir, los inhibidores de estas enzimas (Hampel et al., 2021; Marucci et al., 2021; 

Pérez-Gómez Moreta et al., 2021). 

Hasta la reciente mencionada aprobación de anticuerpos monoclonales 

para trata la EA, había sólo cuatro fármacos en uso para tratar la EA, de los 

cuales tres son inhibidores de las colinesterasas (IChEs). Estos son el 

donepezilo, la galantamina y la rivastigmina. Otro es la memantina, que actúa 

por un mecanismo de bloqueo de los receptores de glutamato, neurotransmisor 

involucrado en procesos de aprendizaje y memoria. Estos fármacos logran una 
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mejora paliativa del problema, por lo que no curan la enfermedad, que por el 

momento sigue siendo incurable (Tan et al., 2014). 

Si bien aún no se utilizan medicamentos para la EA que actúen por otras 

de las vías mencionadas, se están llevando a cabo otros enfoques para el 

descubrimiento de una posible cura. De manera similar a la acción frente a la 

✁✙✄☎✙✁✍✟✤✝ ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟★ ✆☎ ☎✆✞✚✝ ✌☎✆✁✄✄✏☛☛✁✝✌✏ ✌✄✏✙✁✆ ✜✡☎ ✟✝✲✟✎☎✝ ☛✁

formación de los ovillos de proteína tau (Soeda & Takashima, 2020). Además, 

se ha propuesto el uso de inhibidores enzimáticos (IEs) que actúen frente a 

enzimas distintas de las colinesterasas, como las fosfodiesterasas, la 

monoamina oxidasa o la ✟ ✆☎✍✄☎✞✁✆✁ (Sandersa & Rajagopalb, 2020; Behl et al., 

2021; Yan & Vassar, 2014). 

Otra estrategia se basa en el uso de compuestos con actividad 

antioxidante (Sinyor et al., 2020). Ésta se define como la capacidad de neutralizar 

las especies reactivas del oxígeno, cuya sobreproducción en el organismo puede 

causar daños oxidativos irreversibles a las biomoléculas involucradas en 

procesos de señalización. La disrupción de esos procesos y la acumulación de 

las moléculas oxidadas han sido vinculados tanto con la EA como con otros 

trastornos neurodegerativos (Morén et al., 2022). Diversos estudios muestran 

como las placas seniles resultan ser focos de producción y liberación de 

radicales libres en el espacio cerebral (Cheignon et al., 2018). Bajo el mismo 

enfoque se estudia el empleo de compuestos con actividad quelante de iones 

metálicos, es decir compuestos que pueden unirse a estos iones y facilitar su 

eliminación. En el cerebro de pacientes con EA se genera un desequilibrio en la 

homeostasis de metales de transición, principalmente cobre (Cu), zinc (Zn) y 

✲✟☎✄✄✏ ✤✛☎✦★ ✜✡☎ ✂✡☎✌☎✝ ✟✝✞☎✄✁✍✞✡✁✄ ✍✏✝ ☛✁✆ ✠✟✎✄✟☛☛✁✆ ✌☎ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ ✢ ✍✏✝ ☛✁ ✪✑✑, 

acelerando la formación de las placas seniles (Lakey-Beitia et al., 2021). Los 

compuestos quelantes pueden prevenir la acumulación de estos metales en el 

cerebro. En la actualidad hay compuestos con actividad antioxidante y quelante 

en las fases II y III de desarrollo de drogas (Cummings et al., 2022). 

Los enfoques de tratamiento mencionados hasta ahora son los 

principales, aunque hay varios otros en estudio. Por ejemplo, también se 

encuentran en fases avanzadas de desarrollo de fármacos compuestos que se 
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dirigen hacia procesos inflamatorios, de neurogénesis o vascularización, entre 

otros (Cummins et al., 2022). La estrategia actualmente recomendada consiste 

en un tratamiento combinado mediante el uso de múltiples medicamentos al 

mismo tiempo. Sin embargo, dado que el uso de múltiples drogas al mismo 

tiempo puede ser contraproducente, principalmente debido a problemas de 

resistencia y efectos cruzados, se ha destacado el estudio de compuestos únicos 

que tengan una actividad multiobjetivo (del inglés, multitarget), especialmente 

útiles para enfermedades multifactoriales como la EA (Benek et al., 2020; Oset-

Gasque y Marco-Contelles, 2018). 

Si bien el concepto de drogas polifarmacológicas se ha expandido en las 

últimas décadas, no se trata de algo nuevo (Kabir y Muth, 2022). Se ha 

descubierto que el efecto de muchas drogas utilizadas tradicionalmente en el 

tratamiento de enfermedades, especialmente en el caso de los fármacos de 

origen natural, es en realidad multiobjetivo luego de estudiarlas a largo plazo. 

Por ejemplo, se ha demostrado que la aspirina tiene diversos mecanismos de 

acción además de la inhibición de la ciclooxigenasa (Koerberle y Werz, 2014). 

Algunas categorías terapéuticas, como los medicamentos para trastornos del 

estado de ánimo, son especialmente ricas en ejemplos clásicos de fármacos que 

actúan sobre múltiples objetivos (Talevi, 2004). 

Finalmente, un grupo distinto de estrategias para el tratamiento de 

pacientes con EA, con particular crecimiento en los últimos años, es el grupo de 

intervenciones no farmacológicas que son comúnmente combinadas con las 

estrategias basadas en medicamentos. Se ha demostrado que cambios en el 

estilo de vida como la dieta y el ejercicio, también pueden desempeñar un papel 

importante en el tratamiento de las enfermedades multifactoriales y en especial 

en la EA, aunque aún se carece de evidencia de alta calidad para poder 

demostrarlo (Wang et al., 2020). Estos enfoques suelen depender de 

profesionales de distintas áreas de estudio, cada uno buscando impactar de 

forma positiva en la cognición, el estado de ánimo y otros síntomas conductuales 

y psicológicos de la demencia. 
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1.1.4.  Ensayos para determinar actividades de interés en la 

EA  

El descubrimiento de nuevos compuestos que posean una o varias de las 

actividades de interés mencionadas, especialmente en las fases iniciales de 

estudio, se ve facilitado por la disponibilidad de técnicas rápidas y robustas para 

detectar dicha característica. En este sentido, se emplean ampliamente técnicas 

in vitro con las cuales, en general, se evalúa el efecto de la exposición del blanco 

molecular, o algún subrogado del mismo, al compuesto de interés (Hughes et al., 

2011). 

Reacción de Ellman 

Para caracterizar la actividad inhibitoria de IChEs, la técnica in vitro más 

utilizada es la reacción de Ellman. Esta técnica fue desarrollada en 1958 y 

propuesta como método para la detección de mercaptanos y, en general, de 

compuestos contenientes grupos sulfhidrilo o tiol con alta sensibilidad (Ellman, 

1958). Se basa en la reacción del reactivo de Ellman (ácido 5,5'-ditiobis-2-

nitrobenzoico, DTNB) con grupo tiol para formar un compuesto de color amarillo, 

el ión 5-tio-2-nitrobenzoato o TNB2-, mediante un mecanismo de sustitución 

nucleofílica bimolecular (SN2), esquematizado en Figura 4. El ión TNB2- tiene un 

máximo de absorción a 412 nm con un coeficiente de extinción molar muy 

elevado (en el orden de 12500 - 14300 M-1cm-1 a 412 nm, dependiendo del 

solvente), que determina la alta sensibilidad de esta técnica (Riddles et al., 1983). 
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Figura 5: Esquema de la reacción de Ellman aplicada a la medición de la actividad catalítica de 

la AChE� ✁✂✄☎✆✄✝ ✞✟✞✠✆✞✟✡ ✟✄ ☛✞✆☞✌✡✍✎✏✑ et al., 2018. 

Otras reacciones 

Para evaluar los compuestos frente a otras actividades de interés en el 

tratamiento de la EA, como ser ☎☛ ☎✆✞✡✌✟✏ ✌☎ ☛✁ ✟✝✲✟✎✟✍✟✤✝ ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟★ ✁✍✞✟☞✟✌✁✌

antioxidante o quelante, también se desarrollaron y optimizaron técnicas de fácil 

realización in vitro. 

✑✁✄✁ ☎☛ ☎✆✞✡✌✟✏ ✌☎ ☛✁ ✁✙✄☎✙✁✍✟✤✝ ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ ☎✝ ✂✄☎✆☎✝✍✟✁ ✢ ✁✡✆☎✝✍✟✁

de un compuesto se puede utilizar el ensayo de la ThT (tioflavina T) (Xue et al., 

2017). La ThT es un colorante fluorescente que exhibe fluorescencia aumentada 

en torno a 475 ✝✕ ✁☛ ✡✝✟✄✆☎ ✁ ☎✆✞✄✡✍✞✡✄✁✆ ✄✟✍✁✆ ☎✝ ☛✚✕✟✝✁✆ ✟★ ✍✏✕✏ ☛✁✆

✏✎✆☎✄☞✁✌✁✆ ☎✝ ✁✙✄☎✙✁✌✏✆ ✁✕✟☛✏✟✌☎✆ ✍✏✕✏ ☛✁✆ ✠✟✎✄✟☛☛✁✆ ✌☎ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ (Biancalana 

& Koide, 2010). La técnica consiste en generar un proceso de agregación a partir 

de ✕✏✝✤✕☎✄✏✆ ✌☎ ✪✟ ☎✝ ✆✏☛✡✍✟✤✝ ✁✍✡✏✆✁★ ✜✡☎ ✂✡☎✌☎ ✠✁☞✏✄☎✍erse empleando 

condiciones de concentración de sales y pH específicas, y comparando 

soluciones en ausencia y presencia del compuesto a evaluar (Mikalauskaite et 

al., 2020). Luego de un tiempo fijado, se agrega una solución de ThT y se mide 

la fluorescencia, teniendo en cuenta que una mayor fluorescencia indica un 

mayor grado de agregación del amiloide. Normalmente, se realizan reacciones 
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a distintos tiempos dado que el proceso de agregación puede demandar varias 

horas. En la Figura 6 se muestra un ejemplo de dos reacciones en las que el 

agregado de ThT al medio y la medición de la fluorescencia se realizaron al 

momento de disolver el monómero (0 h de reacción) y luego de 24 h de reacción. 

Se observa la aumentada fluorescencia que produce la interacción de la ThT con 

los agregados de ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ que se forman durante el tiempo de incubación. 

 
Figura 6: Detección de la formación de fibrillas de A✂ mediante fluorescencia de ThT después 

de 0 y 24 horas de incubación. Las líneas sólidas representan la media y las bandas grises 

representan el desvío estándar del 95% (n = 3). Adaptado de Sanchis et al., 2023. 

Esta reacción puede realizarse también en presencia de AChE, cuyas 

✠✡✝✍✟✏✝☎✆ ✝✏ ✍✁✞✁☛✗✞✟✍✁✆ ✠✁☞✏✄☎✍☎✝ ☛✁ ✁✙✄☎✙✁✍✟✤✝ ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟★ ✂☎✄✕✟✞✟☎✝✌✏★

para algunas variantes de la enzima, reducir los tiempos para la medición 

fluorimétrica. Esta variante del ensayo se utiliza actualmente para, en presencia 

✌☎ ✟✝✲✟✎✟✌✏✄☎✆★ ✕☎✌✟✄ ☛✁ ✟✝✲✟✎✟✍✟✤✝ ✌☎ ☛✁ ✁✙✄☎✙✁✍✟✤✝ ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ ✟✝✌✡✍✟✌✁ ✂✏✄

AChE, con tiempos de reacción de 3-8 h (Chen et al. 2014). 

Para otras propiedades de interés como la actividad antioxidante o 

quelante existen una variedad de métodos que pueden ser utilizados. Para 

estimar el potencial antioxidante de un compuesto, se puede estudiar su 

capacidad de neutralizar un radical libre, es decir una especie molecular capaz 
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de existir de forma independiente y que contiene un electrón desapareado en un 

orbital atómico (Lobo et al., 2010). Dado que se trata de especies altamente 

inestables, lo que determina su alta reactividad y toxicidad, son pocos los 

radicales libres que pueden aislarse y comercializarse bajo esa forma. Un caso 

es el del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), molécula modelo más empleada en 

el descubrimiento de nuevos antioxidantes (Akar et al., 2017). Este radical libre 

es de color violeta intenso con un máximo de absorción a 520 nm, mientras su 

forma no radicalaria es de color amarillo pálido. Al exponer una solución de 

DPPH a un compuesto capaz de ceder un átomo de hidrógeno para neutralizarlo, 

se puede medir su actividad antioxidante frente a DPPH mediante la medición 

espectrofotométrica del cambio de color de la solución. En la Figura 7 se muestra 

la estructura del DPPH en su forma radicalaria, en su forma neutralizada y sus 

respectivos espectros de absorción (Lobo et al., 2010). 

 

Figura 7: Espectros de absorción del DPPH en su forma radicalaria y en su forma neutralizada 

(DPPH-H). Adaptado de Kleinrichert & Alappat, 2019. 

Para estudios específicos en la búsqueda de compuestos con actividad 

antioxidante, se suelen realizar varias pruebas distintas para caracterizar la 

actividad. Además de la prueba frente a DPPH, son muy empleadas las técnicas 

de ABTS+ (ácido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico)) y del peróxido de 

hidrógeno (H2O2). La primera, utiliza el radical catiónico ABTS+ que, de forma 

similar al DPPH, tiene un color azul intenso en la forma radicalaria y se decolora 
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al ser neutralizado. En la prueba del H2O2, en cambio, se evalúa una reducción 

en la concentración de H2O2 en una solución que contiene el compuesto a 

evaluar. La medición se realiza a 230 nm, longitud de onda del H2O2 (Alam et al., 

2013). 

La actividad quelante de un compuesto de interés también puede ser 

determinada mediante una variedad de técnicas. Un ejemplo de técnica 

ampliamente empleada es la que utiliza la ferrocina, un compuesto 

organometálico que forma un complejo con iones de hierro ferroso, de color rojo. 

En una solución con iones Fe(II), la presencia de un agente quelante puede 

competir con la ferrocina en la formación del complejo rojo. La medición de la 

absorbancia en torno a los 562 nm con soluciones en presencia y ausencia del 

quelante evaluado permite estimar su actividad (Sarkar et al., 2012). 

1.2. Las colinesterasas 

1.2.1.  Características 

En la sección anterior se explicó la importancia de las enzimas 

colinesterasas y de sus inhibidores para el tratamiento de la EA, ya que 

representan la estrategia más utilizada. El diseño y desarrollo de nuevos 

compuestos implica conocer a fondo las características de estas enzimas clave 

para el funcionamiento sináptico. 

Las colinesterasas pertenecen al grupo de enzimas hidrolasas, 

específicamente a la subclase de las esterasas. Estas enzimas están 

especializadas en la hidrólisis de los ésteres de colina, siendo la AChE y la BChE 

los subtipos más abundantes y estudiados (Pope y Brimijoin, col., 2018). 

La AChE es la colinesterasa principal del cerebro, ya que se encuentra en 

el sistema nervioso y en las uniones neuromusculares, donde regula los niveles 

de ACh, mientras que la BChE se sintetiza en el hígado y se encuentra en varios 

tejidos en todo el cuerpo, incluyendo el hígado, el plasma y el cerebro (Pohanka, 

2011). La BChE también descompone la ACh, pero tiene menor especificidad de 

respecto a la AChE, lo que significa que puede descomponer una gama más 
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amplia de ésteres de colina además de la ACh. La BChE se ha implicado en una 

serie de procesos fisiológicos, incluyendo el metabolismo de drogas y toxinas, la 

regulación de la presión arterial y la inflamación. Se considera que actúa como 

como un biodepurador endógeno en la primera línea de defensa contra 

compuestos tóxicos exógenos como la procaína, la succinilcolina, la cocaína, 

heronía, ácido acetilsalicílico y proteger al organismo del impacto de venenos 

(Jasiecki & �✁✆�✙★ ✂✄✜✣✦. 

La AChE y la BChE humanas tienen una identidad en su composición 

aminoacídica del 54% (Shenouda et al., 2009). Ambas se encuentran 

predominantemente como tetrámeros, pero son comunes sus formas diméricas 

y monoméricas. El monómero de la AChE tiene un peso molecular de 69 kDa, 

es soluble y se expresa predominantemente en ciertas sinapsis durante 

condiciones asociadas a estrés y algunas neuropatologías (Pohanka, 2011; 

Meshorer y Soreq, 2006). 

Los medicamentos actualmente aprobados que inhiben las colinesterasas 

(donepezilo, rivastigmina y galantamina) se dirigen principalmente a la AChE, ya 

que es la enzima más prevalente en el sistema nervioso central, donde la BChE 

representa sólo cerca del 20% de la degradación total de ACh. Sin embargo, ha 

surgido un gran interés en la investigación de fármacos para la EA que actúen 

de manera dual, es decir, inhibiendo simultáneamente tanto la AChE como la 

BChE. Esto se debe a que se ha observado que la actividad de la BChE aumenta 

hasta un 165% a medida que progresa la enfermedad, y existe una fuerte 

correlación entre la actividad de ✓✣✲✯ ✢ ☛✁ ✁✍✡✕✡☛✁✍✟✤✝ ✁✝✏✄✕✁☛ ✌☎ ✪✟ (Zhou y 

Huang, 2022; Zhou et al., 2019). 

1.2.2.  Actividad hidrolítica de ACh 

Las colinesterasas son enzimas extremadamente eficientes y están entre 

las más rápidas que se conocen. La velocidad de hidrólisis de ACh por parte de 

la AChE se acerca al límite máximo permitido por la difusión de las moléculas, 

pudiendo hidrolizar 25 000 moléculas por segundo, con una eficiencia catalítica 

kcat/KM = 2 × 108 M-1 s-1 (Fuxreiter y Warshel, 2009). Esta eficiencia se relaciona 

con la especial configuración de su sitio activo, que está localizado dentro de una 
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cavidad estrecha y profunda llamada garganta (del inglés, gorge), rodeada por 

residuos aromáticos que guían el substrato hacia el centro activo, formado por 

una triada catalítica de serina, histidina y glutamato. La isoforma humana de la 

AChE (hAChE✦ ✍✏✝✆✟✆✞☎ ☎✝ ✜✂ ☛✚✕✟✝✁✆ ✟ ✍☎✝✞✄✁☛☎✆ ✄✏✌☎✁✌✁✆ ✂✏✄ ✜✥ ✁-hélices. El 

gorge dista 20 Å de la superficie y se compone de ✡✝ ✆✡✎✆✟✞✟✏ ✆☎✆✞☎✚✄✟✍✏✡ ✤✆✟✞✟✏

aniónico catalítico o CAS, del inglés catalytic anionic site) que incluye la triada 

catalítica (Ser203, His447 y Glu334) y un subsitio aniónico formado por Glu202, 

Trp86 y Tyr337, capaz de orientar correctamente la ACh para su hidrólisis por 

interacción con el grupo trimetilamonio (Kua et al., 2003). 

El mecanismo de reacción fue determinado gracias a simulaciones ab 

initio de QM/MM (Zhou et al., 2010). Se trata de un proceso en dos etapas: 

acilación y desacilación. Durante la acilación, el átomo de oxígeno de Ser203 de 

la AChE realiza un ataque nucleofílico al carbono carbonílico de la ACh, 

generándose así un intermediario tetraédrico estabilizado mediante puentes 

hidrógeno e interacciones electrostáticas con el Glu334. Simultáneamente, se 

transfiere un protón de la Ser203 a la His447. Luego se transfiere un segundo 

protón hacia el grupo saliente de la ACh, resultando en la ruptura del enlace y la 

liberación de colina. La desacilación también ocurre en dos etapas. La primera 

implica la interacción entre una molécula de agua y el carbono carbonílico del 

grupo acetilo en la ACh. Se forma un segundo intermediario tetraédrico 

estabilizado por la participación de los residuos Gly121, Gly122 y Ala204 (sitio 

denominado "agujero de oxiánion"). Luego, se transfiere un protón de His447 al 

átomo de oxígeno del grupo acetil-Ser, lo que resulta en la formación de los 

productos ácido acético y AChE. Dado que la barrera de energía libre inicial de 

la desacilación (17,5 kcal/mol) es mayor que la de la acilación, este es el paso 

limitante para la velocidad de reacción. Esto marca una diferencia con la reacción 

catalizada por la BChE frente a ACh, ya que para esa reacción se calculó una 

barrera energética mayor para la etapa de acilación (13,8 kcal/mol) frente a la de 

desacilación (11,9 kcal/mol) (Boer et al., 2010). Un esquema del mecanismo de 

reacción se muestra en Figura 8. 
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Figura 8: Mecanismo de reacción de la hidrólisis de ACh catalizada por hAChE. Adaptado de 

Zhou et al., 2010. 

 

1.2.3.  Funciones no colinérgicas 

Si bien la participación del sitio CAS y del subsitio aniónico en el proceso 

de hidrólisis han sido determinadas en detalle, para comprender la elevada 

eficiencia de catálisis de las colinesterasas se debe tener en cuenta el rol de toda 

el área formada por el gorge. En éste, para la AChE, se destaca la presencia de 

14 residuos aromáticos altamente conservados en las distintas isoformas, que 

✆✟✄☞☎ ✌☎ ☎✝✞✏✄✝✏ ✁✝✟✤✝✟✍✏ ✂✁✄✁ ☛✁ ✍✁✂✞✁✍✟✤✝ ✌☎ ☛✁ ✪✣✲ ✕☎✌✟✁✝✞☎ ✟✝✞☎✄✁✍✍✟✏✝☎✆ ✂-

catión y su llegada hasta el sitio activo, como se ha explicado gracias a 

simulaciones de dinámica molecular (DM) (Branduardi et al., 2005). En la BChE, 

a pesar de su analogía estructural con la AChE, esta región es más alifática (sólo 

6 de los 14 residuos son aromáticos) y más extensa, lo que le permite incorporar 

al gorge compuestos más grandes y ser más promiscua (De Boer et al., 2010). 

Además, en esta región, hay un sitio particular conformado por cinco 

aminoácidos (aa) principalmente aromáticos (Tyr72, Asp74, Tyr124, Trp286 y 

Tyr341) en la AChE, que constituyen el Sitio Aromático Periférico (PAS, del 

inglés Peripheral Aromatic Site), cuyo estudio se ha ampliado en los últimos 

años. El PAS desempeña un papel crucial en la catálisis, ya que se une a la ACh 
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2011). En los últimos años se ha acumulado evidencia que demuestra que el 

✑✪✩ ✠✡✝✍✟✏✝✁ ✍✏✕✏ ✄☎✙✟✤✝ ✌☎ ✡✝✟✤✝ ✌☎ ✪✟ ✍✏✝ ☛✁ ✪✣✲✯ en este proceso (Hou et 

al., 2014; Subramanian et al., 2023; Johnson & Moore, 2006). Por lo tanto, se 

propuso que los inhibidores no competitivos o de tipo mixto que se unen al sitio 

PAS pueden ser especialmente beneficiosos para el tratamiento de la EA, al 

✄☎✙✡☛✁✄ ✆✟✕✡☛✞✚✝☎✁✕☎✝✞☎ ☛✁ ✁✍✞✟☞✟✌✁✌ ✌☎ ☛✁ ✪✣✲✯ ✢ ☛✁ ✌☎✂✏✆✟✍✟✤✝ ✌☎ ✪✟★

mostrando de esta manera una actividad multitarget (Pohanka, 2011). Estos 

descubrimientos han contribuido a renovar el interés por los inhibidores de las 

colinesterasas (Vecchio et al., 2021). Diversos inhibidores de la AChE de 

relevancia farmacológica como la tacrina, la huperzina A (inhibición no 

competitiva) y el mismo donepezilo (inhibición mixta), actúan en el sitio PAS 

(Harel, 1993; Raves et al., 1997). 

Con respecto a la BChE, su sitio PAS está formado sólo por dos residuos 

(Asp70 y Tyr332 en la isoforma humana) y no se ha descripto su función 

biológica como en el caso de la AChE. A pesar de esto, se han reportado 

inhibidores duales (que actúan tanto sobre AChE como sobre BChE) con 

interacción mediada a través del PAS (Pourshojaeim et al., 2019). 

1.2.4.  Isoformas principales para el desarrollo de 

inhibidores 

La primera estructura tridimensional de una colinesterasa que se resolvió 

con buen detalle atomístico (2,8 Å) fue la estructura de AChE purificada a partir 

de los órganos eléctricos de la raya eléctrica Tetronarce californica (TcAChE), 

en 1991 (Sussman et al., 1998; Sussman et al., 1991). Esta variante ha sido de 

gran utilidad para avanzar en el diseño de nuevos IChEs, principalmente para 

evaluar las interacciones y el comportamiento dinámico de inhibidores en 

estudios de docking y DM (Xu et al., 2017). A su vez, por su alta estabilidad y 

bajo costo, para evaluar la actividad inhibitoria in vitro se ha utilizado 

ampliamente la isoforma purificada de otro organismo eléctrico, la anguila 

Electrophorus electricus (EeAChE), principalmente en las fases iniciales del 

diseño farmacológico y procesos de screening (Ganeshpurkar et al., 2022). La 

AChE de organismos acuáticos eléctricos conserva una gran homología 
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estructural con la de los vertebrados y una identidad de secuencia acentuada en 

las regiones activas (PAS y CAS), mientras que las diferencias aminoacídicas se 

encuentran en las porciones desordenadas y loops (Wiesner et al., 2007). 

De todas maneras, para el desarrollo farmacológico de nuevos IChEs se 

debe evaluar su actividad frente a las variantes humanas, ya que son el blanco 

terapéutico principal. Se han estudiado extensamente métodos de purificación 

de fuentes naturales y de expresión homóloga y heteróloga tanto para la hAChE 

como la hBChE, aunque los costos involucrados son mayores respecto a las 

variantes de organismos eléctricos (Brazzolotto et al., 2017). 

La purificación directa de las variantes humanas en forma funcional y 

estable no da buenos rendimientos debido a la baja disponibilidad de las enzimas 

en estas fuentes. Por este motivo, la estrategia principal es la expresión de forma 

recombinante en organismos con sistemas de expresión avanzados, siendo el 

más utilizado la expresión en líneas celulares provenientes de mamíferos. A 

través de la expresión en células de ovario de hámster chino (CHO) se 

obtuvieron hasta 5 mg de enzima por litro de cultivo (Nachon et al., 2002). 

Buenos rendimientos se lograron también con la expresión en células 

embrionarias de riñón humano 293 (HEK 293) y células de mono (COS) 

(Kronman et al., 1992; Duval et al., 1992). Además, se ha reportado la expresión 

de colinesterasas humanas en organismos menores como como la levadura 

Pichia pastoris, con la que se logró secretar hAChE en el sobrenadante de cultivo 

a una concentración de 40 U/mL (Ma et al., 2006), o el gusano Bombyx mori 

mediante infección con el vector baculovirus, que expresó hBChE a una tasa de 

6,4 U/larva (Li et al., 2010). 

1.2.5.  Características estructurales de los IChEs 

Por un lado, existe un grupo de IChEs que se utilizan como insecticidas, 

herbicidas u otro tipo de venenos, incluyendo armas de guerra. Químicamente, 

son compuestos organofosforados o derivados de carbamatos, que actúan 

directamente en el sitio activo de la enzima (�✁✌☎✁ et al., 2021; Bosak et al., 

2012). 
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El mecanismo de acción de los organofosforados consiste en la 

esterificación del hidroxilo de la serina de la tríada catalítica de las 

colinesterasas. Se trata de un enlace covalente que, si bien puede ser revertido 

por la acción de ciertas oximas, lleva normalmente a la inactivación de la enzima, 

lo que los convierte en compuestos de muy elevada toxicidad. Los agentes 

neurotóxicos utilizados como armas químicas como el tabún y el sarín son 

compuestos de esta clase. Químicamente son ésteres de ácidos fosfóricos con 

al menos un enlace carbono-fósforo. La toxicidad depende en gran medida de 

los sustituyentes unidos al fósforo. Los pesticidas organofosforados son tioles, 

amidas o ésteres con dos cadenas adicionales del grupo fenoxi, cianuro o 

tiocianato. Los fosfonotioatos (S-sustituidos) y fosfonofluoridatos, son los que se 

utilizan como agentes agentes químicos de guerra (Mukherjee y Gupta, 2020). 

Algunos de estos compuestos, como el triclorfón, fueron utilizados para el 

tratamiento de la EA, pero su uso se descartó debido a su toxicidad. La estructura 

de este compuesto se muestra en Figura 10 (Gupta, 2006). 

 

Figura 10: Estructuras químicas de inhibidores de las colinesterasas propuestos para el 

tratamiento de la EA. Adaptado de Gupta, 2006. 
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Los carbamatos son compuestos derivados del ácido carbámico 

(NH2COOH), en los que diferentes sustituyentes alquílicos, arílicos o alquil-

arílicos reemplazan los extremos amino y carboxilo. Estos compuestos también 

se unen de manera covalente a la serina, pero, en este caso, la unión es 

espontáneamente hidrolizada (Barak et al., 2009). De hecho, algunos 

carbamatos, en particular los carbamatos aromáticos, desempeñan un papel 

crucial en numerosos fármacos y profármacos que han recibido la aprobación de 

la FDA y se utilizan para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, 

como la ya mencionada rivastigmina o la fisostigmina (metabolito secundario de 

la planta africana Physostigma venenosum) que se utiliza en el tratamiento de la 

Miastenia Gravis (Krátký et al., 2016; �✁✞✏�☎☞✟✁ & Bosak, 2020). 

Otro grupo de inhibidores son los que no se unen al sitio catalítico, si no 

que ejercen un efecto inhibitorio al establecer uniones no covalentes con la 

región del gorge, en especial con el sub-sitio aniónico o el PAS. Se caracterizan 

en general por poseer grupos arilo que les permiten interactuar con los residuos 

aromáticos de estas regiones enzimáticas y generar una inhibición de tipo 

reversible. Las interacciones principales que establecen estos compuestos son 

hidrofóbicas de tipo aromática-aromática, especialmente las interacciones de 

apilamiento (en inglés, ✂-stacking) cara-cara, a forma de T o desplazadas en 

paralelo, cuyas geometrías para el modelo benceno-benceno se muestran en 

Figura 11. La fuerza de atracción en una interacción aromática-aromática suele 

ser más fuerte que la contraparte aromática-alifática y son las principales 

interacciones de inhibidores típicos del sitio PAS o el subsitio aniónico como la 

tacrina, la huperzina A o el propidio (Chen et al., 2018; Harel 1993; Raves et al., 

1997; Bolognesi et al., 2015). 
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Figura 12: A Interacciones de ✂-stacking de la tacrina en el subsitio aniónico de la TcAChE. 

Imagen elaborada a partir de la estructura cristalográfica del complejo TcAChE - tacrina con 

código de acceso PDB: 1ACJ (Harel et al., 1993) B Representación de las interacciones de ✂-

stacking del donepezilo en el PAS y subsitio aniónico de la TcAChE. Imagen elaborada a partir 

de la estructura cristalográfica del complejo TcAChE - donepezilo con código de acceso PDB: 

1EVE (Kryger et al., 1999). Ilustraciones realizadas con el programa DS Visualizer (BIOVIA). 

Contactos no covalentes de esta clase también los establece el 

donepezilo, último inhibidor de las colinesterasas en ser aprobado para la EA. 

Este compuesto es un derivado de N-bencilpiperidina con una estructura de 

dimetoxiindanona (Figura 10) (Kryger et al., 1999). El grupo bencilo forma una 

configuración de ✂-stacking con Trp84, actuando en el subsitio aniónico, 



Introducción 
 

 

49 Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas | Lic. Iván Sanchis 
 

mientras que el núcleo de dimetoxiindanona actúa sobre la cadena lateral del 

residuo crítico del sitio PAS Trp279 (numeración de T. californica) (Figura 12 B). 

Otro grupo de inhibidores que actúan de manera no competitiva mediante 

interacciones no covalentes en la región del PAS, son algunos péptidos con 

propiedades anticolinesterásicas que se han aislado en venenos de animales de 

especies poco relacionadas, como Apis mellifera (abeja europea) y Dendroaspis 

angusticeps (mamba verde). Del veneno de la primera se aisló la melitina, 

inicialmente conocida por su actividad hemolítica (Nabil et al., 1998), mientras 

que en el veneno de la mamba verde se encontraron dos polipéptidos con 

potente actividad anticolinesterásica, las fasciculinas I y II (FAS), inhibidores 

duales del sitio PAS clasificados como toxinas (Rodríguez-Ithurralde et al., 

1983). 

El grupo de trabajo del Laboratorio de Péptidos Bioactivos del 

Departamento de Química Orgánica (FBCB - UNL), aisló diversos péptidos de 

pieles de anfibios del Litoral argentino con capacidad inhibitoria de las 

colinesterasas. Entre éstos, se destacan el Hp-1971, de 21 aminoácidos, y el Hp-

1935, de 19 aminoácidos, aislados a partir de la piel de Boana pulchella (rana de 

zarzal) que mostraron una actividad moderada frente a BChE (Siano et al., 2014; 

Siano et al., 2017). Mediante estudios computacionales de docking y DM, se 

determinó la configuración de la estructura del complejo conformado por el 

péptido Hp-1971 y la BChE, que depende de interacciones no covalentes en la 

región aniónica de la enzima. Un mismo comportamiento se observó con 

derivados del Hp-1971 más cortos (Siano et al., 2017). 

1.3. Los péptidos bioactivos 

1.3.1.  Péptidos bioactivos en la naturaleza 

No hay duda de que los péptidos se encuentran entre las biomoléculas 

más importantes de la naturaleza (Flores-Holguín et al., 2022). Estos 

compuestos se definen de forma general como moléculas que contienen entre 2 

y 50 aminoácidos unidos mediante el enlace amida o peptídico. Por su peso 

molecular, se los puede ubicar entre las pequeñas (MM < 0,5 kDa) y las macro 
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moléculas (MM > 5 kDa), lo que les confiere propiedades de ambas clases de 

compuestos (Musaimi et al., 2022). En particular, presentan bajo riesgo de 

inmunogenicidad y la posibilidad de ser obtenidos mediante síntesis química 

como las pequeñas moléculas y la capacidad de lograr interacciones de alta 

especificidad como las macromoléculas, debido a su gran área de interacción. 

Estas propiedades, que pueden ser logradas gracias a la variedad de 

aminoácidos disponibles y su estructura predecible los han convertido en 

compuestos de gran importancia para la química bioorgánica, medicinal y supra 

molecular (Apostolopoulos et al., 2021; Peighambardoust et al., 2021; Wang et 

al., 2022). 

En la naturaleza, muchos péptidos participan activamente en procesos 

fisiológicos relevantes, por lo que se los denomina péptidos bioactivos (PBs). 

Algunos ejemplos son procesos de señalización molecular, hormonales y 

fisiopatológicos (Akbarian et al., 2022). 

Señalización molecular: Las bacterias, plantas y otros organismos 

tienen la capacidad de comunicarse entre sí a través de señales moleculares. 

En muchos casos, las moléculas involucradas son péptidos secretados por las 

células (Lindsey et al., 2002). Uno de los casos típicos es el fenómeno de 

autoinducción (en inglés, quorum sensing) que regula la densidad de población 

celular. Las bacterias Gram positivas producen oligopéptidos que son 

hidrolizados en el espacio extracelular para luego interactuar con las células 

vecinas mediante el reconocimiento de receptores que activan cascadas de 

señalización, regulando la proliferación celular (Janssens et al., 2021). Algunos 

ejemplos relevantes son la regulación de la expresión de una proteasa 

extracelular de Enterococcus faecalis y la formación de biofilm regulado por AIP2 

en Staphylococcus epidermidis. La actividad de estos PBs es específica de cada 

especie bacteriana gracias a que pueden adoptar conformaciones cíclicas o 

lineales y sufrir modificaciones postraduccionales, entre otras propiedades. El 

análisis de la composición aminoacídica de estas secuencias demostró que son 

ricas en residuos aromáticos (Rajput et al., 2015). 

Hormonales: En organismos vivos diversos como insectos, plantas o 

vertebrados, algunos PBs actúan como hormonas, tanto mediante la vía 
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paracrina como autocrina. En humanos, importantes hormonas como la hormona 

estimulante de melanocitos (MSH) que regula pigmentación de la piel, la insulina 

y el glucagón que tienen funciones en la regulación del metabolismo o las 

hormonas pituitarias oxitocina y ADH (hormona antidiurética), son péptidos de 

diversa longitud y propiedades químicas (Singh & Mukhopadhyay, 2014; 

Pontiroli, 1998). Mientras la insulina y el glucagón son péptidos largos (51 y 29 

aminoácidos, respectivamente), la oxitocina y ADH son nanopéptidos amidados 

en su extremo y con puentes disulfuro, y pertenecen al amplio grupo de los 

neuropéptidos (Cid-Jofré et al., 2021). 

Fisiopatológicos: Se ha sugerido que algunas de las cascadas de 

señalización que dependen de interacciones con PBs, como la vía canónica 

�✝✞✛✟-catenina, pueden conducir a la activación de procesos de crecimiento 

tumoral (Zhan et al., 2016). Este es el caso de algunos péptidos de la microbiota 

intestinal, que promueven la invasión celular y angiogénesis en cáncer 

colorrectal (Wynendaele et al., 2022). Mientras que estos péptidos actúan por un 

mecanismo de señalización molecular exógeno, también se han reportado 

péptidos promotores de oncogénesis expresados directamente por las células 

tumorales ante situaciones de estrés, que actúan modulando la actividad de la 

ATP sintetasa mitocondrial (Ge et al., 2021). Otras secuencias involucradas en 

procesos patológicos actúan, en cambio, mediante la agregación molecular 

debido a su hidrofobicidad, que depende tanto de su composición aminoacídica 

como de su estructura tridimensional (Poulson et al., 2019). Este fenómeno se 

observa en procesos como el ya descripto de agregación de péptido ✪✟ para 

formar las placas seniles en la EA. 

1.3.2.  Péptidos bioactivos terapéuticos 

A medida que crece el conocimiento sobre las características químicas y 

la importancia biológica de los PBs como las mencionadas hasta ahora, crece 

también el interés por su estudio para el desarrollo de compuestos que aporten 

un beneficio para la salud. De hecho, durante la última década, las publicaciones 

concernientes a los PBs se triplicaron. En la Figura 13 se muestra un crecimiento 

de estos reportes en el período 2010-2021 (Du & Li, 2022). 
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Figura 13: Evolución temporal del número de publicaciones sobre péptidos bioactivos. Número 

✟✄ ✠✂�✁✂✄✞✄✂✡☎✄✎ ✠✡☎ ✞✆✡ ✄✡☎ ✄✁ ✆✝☎✞✂☎✡ ✟✠✝✠✆✂✟✡ �✂✡✞✄✆✂✍✡✠ ✄✡✞✡ ✠✞✁✞�☎✞ ✄✁✞✍✄. Elaborado a 

partir de datos de Du & Li, 2022. 

Se ha informado que muchos PBs pueden ser utilizados como 

antioxidantes, antihipertensivos, antidiabéticos, antitumorales, antimicrobianos, 

antiobesidad, antiinflamatorios y promotores del crecimiento óseo, lo que sugiere 

su amplio potencial en la prevención y mitigación de enfermedades agudas o 

crónicas (Duffuler et al., 2022; Sánchez y Vázquez, 2017). 

Desde la aprobación de la insulina para el tratamiento de la diabetes en 

1921, más de 80 péptidos recibieron aprobación por parte de organismos de 

salud para uso terapéutico y más de 170 se encuentran en alguna fase clínica 

de desarrollo farmacéutico (Wang et al., 2022). La cuota de mercado cubierta 

actualmente por los péptidos terapéuticos es del 5% (Muttenthaler et al., 2021). 

La mayor parte de estas drogas se obtienen mediante síntesis química, mientras 

que otras, en especial las de mayor longitud, se producen por expresión 

recombinante en células (Rodríguez et al., 2014; Wang et al., 2022). Además de 

estas dos vías de obtención, también pueden aislarse péptidos directamente de 

fuentes naturales, estrategia que representa el método principal para el 

descubrimiento de nuevas secuencias bioactivas. 
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Los PBs terapéuticos pueden estar formados sólo por residuos naturales 

o bien incluir en su secuencia aa no naturales o grupos químicos de otro tipo. 

Estas modificaciones suelen aportar beneficios especiales a las secuencias, 

siendo la más común la estabilidad frente al ataque de enzimas proteolíticas, 

entre otras actividades particulares (Lu et al., 2020). Este tipo de secuencias 

también pueden ser de origen natural e incluir las modificaciones en su proceso 

de biosíntesis, o de origen sintético, mediante estrategias químicas que permiten 

otorgar o mejorar propiedades especiales en secuencias de interés (Wenski et 

al., 2022; Vagner et al., 2008). Los avances en las técnicas de síntesis y 

modificación de péptidos, así como en los métodos computacionales para 

predecir la estructura y actividad de los péptidos han ampliado 

considerablemente las aplicaciones potenciales de los péptidos en el 

descubrimiento y desarrollo de fármacos (Henninot et al., 2018). 

En general, se busca que los péptidos terapéuticos sean altamente 

específicos, para dirigirse de manera precisa a receptores o enzimas específicas 

en el cuerpo. Además, estos péptidos deben exhibir una notable eficacia, siendo 

capaces de generar efectos biológicos significativos incluso a dosis bajas 

(Barman et al., 2023). Tienen también que ser seguros, presentando baja 

toxicidad en estudios in vitro e in vivo. Esta propiedad destaca a aquellos de 

origen natural, que suelen ser compuestos biocompatibles que minimizan la 

probabilidad de reacciones adversas (Zaky et al., 2021). 

La caracterización toxicológica es de gran importancia en compuestos con 

fines terapéuticos. Para los péptidos, resulta de gran utilidad, particularmente en 

las etapas iniciales de desarrollo, la evaluación de su efecto tóxico frente a 

células y pequeños organismos modelo. En este sentido, el ensayo de hemólisis 

de glóbulos rojos humanos (GRh) representa la evaluación de toxicidad inicial 

más comúnmente empleada (Greco et al., 2020). En este ensayo, se mide la 

cantidad de hemoglobina liberada por eritrocitos expuestos al compuesto en 

estudio. Si la sustancia causa hemólisis significativa, puede indicar toxicidad y 

daño potencial a los tejidos y órganos del cuerpo (Sæbø et al., 2023). Es un 

ensayo particularmente útil para péptidos con fines terapéuticos, ya que la 

estructura y composición de los péptidos puede determinar la disrupción y 
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destrucción de las membranas de los glóbulos rojos, para las cuales se ha 

determinado una gran similitud con las membranas de otras células humanas 

(Mohandas & Gallagher, 2008). De hecho, la mayor parte de los modelos de 

predicción de toxicidad desarrollados para péptidos en los últimos años apuntan 

a la estimación de su potencial hemolítico (Robles-Loaiza et al., 2022). 

Uno de los grupos más estudiados de PBs con fines terapéuticos es el de 

los péptidos con actividad antimicrobiana (PAMs). Una de las principales bases 

de datos de PAMs disponibles contiene actualmente 3569 secuencias 

provenientes de distintas fuentes, aunque la mayor proporción provienen de 

organismos del reino animal ya que actúan como compuestos de defensa natural 

contra patógenos. Las secuencias depositadas en esta base de datos tienen un 

promedio de longitud de 33 aa y una carga promedio de +3,40, dado que la gran 

mayoría de PAMs son catiónicos (Wang et al., 2023). Otra propiedad común a 

☛✏✆ ✑✪�✆ ☎✆ ☛✁ ✌☎ ✂✏✆☎☎✄ ✡✝✁ ☎✆✞✄✡✍✞✡✄✁ ✆☎✍✡✝✌✁✄✟✁ ✌☎ ✁-hélice, aunque no son 

raras las secuencias antimicrobianas ✍✏✝ ✏✞✄✁✆ ✍✏✝✠✟✙✡✄✁✍✟✏✝☎✆ ✍✏✕✏ ☛✚✕✟✝✁ ✟

con dos o más enlaces disulfuro, péptidos de horquilla o ✂-loop con un enlace 

disulfuro y/o ciclación de la cadena peptídica o, finalmente, péptidos con 

estructuras extendidas (Moretta et al., 2021). Diversos PAMs ya han sido 

aprobados por la FDA para uso en humanos, como la gramicidina, péptido lineal 

que actúa mediante la formación de poros; la daptomicina y la coliestina, 

lipopéptidos cíclicos y líticos de la membrana celular y diversos glucopéptidos 

que inhiben la síntesis de la pared celular como vancomicina, oritavancina y 

dalbavancina (Chen & Lu, 2020; Usmani et al., 2017). Existen además péptidos 

aprobados para tratar infecciones virales como la enfuvirtida, un péptido sintético 

de 36 residuos derivado de la proteína gp41, que se utiliza en el tratamiento de 

la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y actúa mediante 

la unión a una proteína esencial para el proceso de fusión del virus con la célula 

huésped (Matthews et al., 2004). 

Otros péptidos terapéuticos actúan como hormonas, 

inmunomoduladores, antioxidantes, transportadores de drogas o inhibidores 

enzimáticos (Perlikowska et al., 2022; Gokhale & Satyanarayanajois, 2014; 

Berillo et al., 2021). Estos últimos representan un importante grupo de PBs ya 
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que aproximadamente la mitad de las drogas que se comercializan, incluyendo 

los compuestos pequeños, actúan inhibiendo enzimas que son blancos 

moleculares en el tratamiento de enfermedades (Holdgate et al., 2017). Diversos 

péptidos que se componen de residuos naturales y actúan mediante inhibición 

enzimática ya han sido aprobados como fármacos, como el inhibidor de 

proteasas de serina aprotinina o la linaclotida (cíclico), inhibidor de la guanilato 

ciclasa-C (Zhirnov et al., 2011; Layer & Stanghellini, 2014). 

1.3.3.  Fuentes de péptidos bioactivos y terapéuticos 

Como se mencionó anteriormente, los PBs pueden obtenerse a partir de 

una variedad de fuentes, que incluyen las proteínas alimentarias, venenos y 

secreciones, microorganismos o plantas, entre otras (Du & Li, 2022). 

Matrices alimentarias: por ejemplo, la caseína y las proteínas del suero 

de la leche. La hidrólisis enzimática es la técnica más común para la generación 

de péptidos a partir de estas matrices, utilizando enzimas como la tripsina, la 

quimotripsina y la pepsina. Actualmente, se extraen proteínas y péptidos de la 

leche de todo tipo de animales (Park & Nam, 2015). De la fermentación de las 

proteínas de la leche por parte de L. helveticus se obtuvieron los péptidos IPP, 

VPP, TP y KVLPVPQ, que han demostrado tener efectos inhibidores de la ECA 

en modelos animales hipertensos (Jäkälä & Vapaatalo 2010). La leche de burra, 

a su vez, ha demostrado ser una fuente de varios péptidos antioxidantes, como 

GQGAKDMWR y EWFTFLKEAGQGAKDMWR (Zenezini Chiozzi et al., 2016). 

Las propiedades de los péptidos derivados de la leche varían según factores 

como la proteína de origen, el método de hidrólisis e incluso el tipo de animal 

huésped (Akbarian et al., 2022). 

Venenos y/o secreciones: Algunos péptidos encontrados en venenos de 

serpientes, arañas o escorpiones han evolucionado como intervenciones 

terapéuticas complejas que modulan potente y selectivamente una variedad de 

objetivos terapéuticos como canales iónicos, receptores y vías de señalización 

de procesos fisiológicos, lo que los convierte en posibles péptidos terapéuticos 

(Lewis & Garcia, 2003). De la misma manera, secreciones de anfibios y 

organismos marinos como peces, mariscos y algas, son ricos en PBs para la 
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defensa contra patógenos o depredadores. Se estima que en estas matrices 

existen unos 50 millones de productos naturales diferentes, de los cuales se ha 

identificado y caracterizado sólo el 0.01%, debido a las dificultades de los 

procesos de purificación y caracterización (Ageitos et al., 2022; El-Aziz et al., 

2019). 

A partir de algunas de estas secuencias se han desarrollado fármacos 

aprobados para tratar enfermedades. Algunos ejemplos son los péptidos 

aislados del veneno de serpientes del género Bothrops como el captopril, 

inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) aprobado como 

Capoten® (Bristol-Myers Squibb, BMS, New York, NY, USA) para tratar 

enfermedades cardiovasculares y el enalapril, aprobado como Vasotec® para 

tratar la hipertensión y la insuficiencia cardíaca (Bordon et al., 2020). Los 

péptidos ICK aislados de tarántulas han mostrado capacidad para bloquear los 

canales NaV y ser utilizados para tratamiento de dolor (Monge-Fuentes et al., 

2018). Del veneno de la tarántula Psalmopoeus cambridge se obtuvo el péptido 

ICK PcTx-1, que se encuentra en ensayos preclínicos y, recientemente, se 

desarrolló JNJ63955918, un péptido derivado del protocin-II (ProTX-II, de la 

tarántula Thrixopelma pruriens) optimizado mediante evolución dirigida con 

mayor selectividad hacia los canales NaV1.7 (Ageitos et al., 2022). Esta actividad 

es de interés de compañías farmacéuticas como Amgen que está estudiando el 

péptido GpTx-1 (Chen et al., 2018). Estas empresas trabajan activamente en el 

mejoramiento de secuencias para mejorar su actividad. Por ejemplo, el péptido 

HYL del veneno de la abeja Hylaeus signatus, de baja actividad antimicrobiana, 

fue optimizado generando análogos guiados por estudios computacionales y 

luego utilizado gracias a su efecto sinérgico en combinación con otros 

antibióticos, lo que representa otro método de empleo de los péptidos 

terapéuticos (✧☎�✡✞✁ et al., 2016).  

Bacterias y otras fuentes: los péptidos antimicrobianos bacterianos, 

conocidos como bacteriocinas, son secretados por una variedad de bacterias 

tanto Gram negativas como Gram positivas (Simons et al., 2020). Generalmente 

tienen como blanco la membrana celular, mientras que algunos inhiben la 

biosíntesis de biopolímeros o la actividad de enzimas. Las bacteriocinas son 
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generalmente sensibles a las proteasas intestinales humanas, lo que las 

convierte en un recurso valioso para la conservación de alimentos sin efectos 

perjudiciales para la salud humana (Huang et al., 2021). Además, se pueden 

extraer péptidos antimicrobianos de la hemolinfa de insectos o del exterior de 

sus cuerpos (Diniz et al., 2018). También se presta atención a los PBs derivados 

de microorganismos marinos. Algunos compuestos bioactivos marinos son 

producidos por microbios que coexisten con especies marinas. Por ejemplo, los 

actinomicetos marinos son una fuente de compuestos bioactivos secundarios 

con actividad anticancerígena y antimicrobiana (Wang et al., 2020). Se han 

aislado diferentes péptidos marinos, como las cyclomarinas A, B y C, que han 

demostrado actividad antiinflamatoria y anticelular en estudios de laboratorio 

(Schultz et al., 2008). Otros ejemplos son las salinamidas A-E, péptidos con 

actividad antiinflamatoria y antimicrobiana que se utilizan en el tratamiento de la 

inflamación de tejidos y algunas infecciones (Hassan et al., 2020). 

Entre las fuentes mencionadas, las secreciones de pieles de anfibios se 

han destacado como fuente de PBs con efectos terapéuticos sobre el sistema 

nervioso, lo que ha permitido encontrar secuencias de interés para el tratamiento 

de enfermedades que involucran un deterioro cognitivo (Chen et al., 2022). Los 

anfibios secretan PBs de sus glándulas granulares presentes en sus pieles como 

una forma de defensa contra predadores y para comunicación intraespecífica. 

Estas secuencias pueden tener efectos diversos, incluyendo analgesia, parálisis 

muscular, estimulación o inhibición del sistema nervioso, entre otros (Gomes et 

al., 2007; Conlon et al., 2014). De esta manera, su espectro de bioactividad ha 

demostrado ser muy amplio, desde antimicrobianos, antitumorales, antivirales, 

antioxidantes hasta inhibidores enzimáticos. En la Tabla 1 se listan una serie de 

péptidos obtenidos a partir de pieles de anfibios con diversas propiedades 

bioactivas. Algunas secuencias fueron aisladas y estudiadas originalmente por 

su actividad antimicrobiana y luego se encontró que poseían un potencial como 

agentes frente a otras patologías como el cáncer o enfermedades 

neurodegenerativas, principalmente por su capacidad inhibitoria de enzimas 

específicas. Este es el caso de las dermaseptinas, aisladas de la piel de la rana 

arborícola sudamericana Phyllomedusa sauvagei (Bartels et al., 2019), las 

magaininas, que derivan de la rana africana Xenopus laevis (Lehmann et al., 
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2006), o los péptidos Hp-1971 y Hp-1935, obtenidos a partir de la piel de la rana 

del zarzal (B. pulchella), del litoral argentino (Siano et al., 2017). 

Tabla 1. Péptidos bioactivos obtenidos a partir de pieles de anfibios 

Anuro Péptido(s) Actividad biológica Ref. 

B. maxima Maximina 3 Antiviral Lai et al., 2002 

B. ephippium BPP-Brachy-NH2 Inhibidor de ACE Arcanjo et al., 2015 

B. andrewsi BAS-AH Antiviral Zhao et al., 2005 

B. 

gargarizans 
Buforinas (I, II) Antimicrobiana Park et al., 2000 

R. arenarum LBP-1, LBP-2 Antimicrobiana 
Sánchez Riera et al., 

2003 

X. laevis Magaininas Antimicrobiana Zasloff., 1987 

N. pleskei 
Nigroaina (B-MS1, C-

MS1) 
Antioxidante Wang et al., 2017 

B. pulchella 

Hp-1971, Hp-1935, Hp-

1891 
Antimicrobiana Siano et al., 2014 

Hp-1971, Hp-1891 Inhibidor AChE/BChE Siano et al., 2017 

L. lesueuri Caeruleína Analgésica Doyle et al., 2002 

B. cordobae BC1 
Inhibidor BChE/MAO-

B 
Spinelli et al., 2023 

P. bicolor Dermaseptinas (B2, B3) Antitumoral van Zoggel et al., 2012 

P. sauvagii 

Dermorfina Analgésica Gomes et al., 2007 

Dermaseptinas (I, B) Antimicrobiana Patocka et al., 2019 

L. latrans 

Ocelatinas (1, 2, 3) Antimicrobiana Nascimento et al., 2004 

Ll-1577, Ll-1298, Ll-2085 Antimicrobiana Siano et al., 2018 

P. nattereri Antioxidina-I Antioxidante Barbosa et al., 2018 

Un paso crucial para el estudio de péptidos naturales es la definición de 

la secuencia de aminoácidos que lo constituyen. Para esto, si bien se puede 

recurrir a la secuenciación mediante degradación de Edman, que es el método 

más tradicional, actualmente se emplea la técnica de espectrometría de masas 

en tándem (MS/MS), especialmente para muestras complejas con mezclas 
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contenientes péptidos. Esta técnica normalmente se combina con técnicas 

cromátograficas (HPLC-MS/MS) y resuelve la secuencia utilizando métodos 

informáticos como el secuenciamiento asistido por base de datos que ha 

permitido, junto con la ionización por electroespray (ESI) de la muestra, mejorar 

la fiabilidad del secuenciamiento por MS/MS (Nong & Hsu, 2022). 

Una vez que se conoce la secuencia de un péptido natural, o si se busca 

obtener un péptido diseñado específicamente, se requiere producirlo con alta 

pureza y en cantidad. Para este fin, se recurre principalmente a la síntesis 

química de la secuencia o se aplican técnicas de ADN recombinante. La técnica 

de síntesis más utilizada para los péptidos es la síntesis en fase sólida, y será 

tratada en detalle en el siguiente apartado. Las técnicas de ADN recombinante, 

a su vez, implican el uso de ingeniería genética y se usan para producir una 

variedad de péptidos terapéuticos, incluidos los análogos de la hormona 

liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) en el tratamiento de las 

deficiencias de la hormona del crecimiento (GR). En estos sistemas, un gen que 

codifica la secuencia del péptido deseado se enlaza al gen de una proteína 

transportadora para facilitar su purificación (Sinha et al., 2021). Este método 

permite la producción masiva de péptidos como la ecalantida, inhibidor reversible 

de la calicreína plasmática humana, y desirudina, anticoagulante inhibidor 

selectivo de la trombina libre (Akbarian et al., 2022). 

1.3.4.  Síntesis de péptidos en fase sólida 

Las técnicas de síntesis aplicadas a péptidos pueden diferenciarse dos 

grupos: síntesis en solución y síntesis en fase sólida (SPPS). En la primera 

técnica, los aminoácidos se acoplan sobre cadenas crecientes libres en solución. 

Es un enfoque más tradicional que se utiliza principalmente para la síntesis de 

péptidos de menor tamaño o cuando se requiere la introducción de 

modificaciones químicas específicas. La síntesis en solución puede requerir 

pasos adicionales de purificación y es menos eficiente para la producción a gran 

escala en comparación con la SPPS, que representa actualmente el método más 

utilizado para la obtención de PBs (Stawikowski & Fields, 2012). 
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La SPPS implica la construcción secuencial del péptido sobre una resina 

sólida. Se destaca frente a la síntesis en solución debido a su alta eficiencia y 

rendimiento, además de su versatilidad para obtener péptidos de diferentes 

longitudes y estructuras, la posibilidad de automatización y escalabilidad, junto a 

una purificación más simple y una amplia gama de aplicaciones. Estas 

características han llevado esta técnica de síntesis a su adopción generalizada 

en la industria farmacéutica. En la actualidad, una amplia variedad de 

medicamentos basados en péptidos comercializados se fabrica utilizando este 

enfoque (Martin et al., 2020). 

Esta técnica fue desarrollada por Robert Bruce Merrifield en 1963. 

Merrifield fue un químico y premio Nobel que desarrolló la SPPS como un método 

más eficiente y simplificado para sintetizar péptidos en comparación con la 

síntesis en solución, revolucionando esta área de estudio. Desde entonces, la 

SPPS se ha convertido en la técnica más utilizada e importante en la síntesis de 

péptidos, ya que permite la producción de una amplia gama de PBs con 

aplicaciones en el descubrimiento de fármacos, la biotecnología y la 

investigación básica (Merrifield, 1969; Stawikowski & Fields, 2012). 

Dado que los aminoácidos contienen grupos funcionales que pueden 

reaccionar entre sí, con el solvente o con los reactivos utilizados en la síntesis, 

lo que lleva a productos no deseados, en SPPS los grupos funcionales están 

protegidos por grupos químicos específicos llamados protectores. Para la 

protección del grupo amino terminal, los grupos principales utilizados en SPPS 

son el t-butiloxicarbonilo (Boc), fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) y aliloxicarbonilo 

(Alloc). Estos grupos presentan diversa reactividad frente a agentes químicos, lo 

que permite combinarlos y eliminarlos selectivamente para estrategias de 

síntesis más complejas. La síntesis mediante la química Fmoc (Fmoc-SPPS) es 

☛✁ ✕✚✆ ✡✞✟☛✟✰✁✌✁★ ☎✝ ✌✏✝✌☎ ☎☛ ✂✄✏✞☎✍✞✏✄ ✌☎☛ ✁-amino terminal es justamente el 

Fmoc. La estructura de este grupo, como protector del extremo amino de una L-

Ala (Fmoc-L-Ala-OH) se muestra en Figura 14. 
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� Elección de la resina: Si bien existen distintas clases de resinas, en 

Fmoc-SPPS se emplean comúnmente las de tipo Rink-amida para 

péptidos con un grupo C-terminal amida (Hou et al., 2017). Se trata de 

resinas de poliestireno modificadas con linkers con grupo amida, 

protegidas con Fmoc. Están específicamente diseñadas para este tipo de 

síntesis y ofrecen una alta capacidad de carga, estabilidad y 

compatibilidad con los reactivos que se utilizan. Otras resinas muy 

empleadas son las de poliestireno funcionalizado grupos clorometilo (por 

ejemplo, la resina de Merrifield), aunque se emplean principalmente SPPS 

basada en Boc por su inestabilidad frente a las condiciones básicas de la 

desprotección del grupo Fmoc (Yang et al., 2013). Algunas resinas están 

protegidas con Fmoc y deben ser desprotegidas con piperidina. 

� Acoplamiento. El primer aa se acopla utilizando reactivos que activan el 

grupo carbonilo, como N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA), 

diciclohexilcarbodiimida (DIC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) o 

tetrafluoroborato de (O-(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio 

(TBTU), para formar un enlace peptídico. Este proceso se repite para cada 

aa subsiguiente en la secuencia. Si bien el HOBt es el reactivo más 

empleado para obtener el éster activado, se puede evitar su uso 

empleando el activador Oxyma, que es más seguro (Subirós-Funosas et 

al., 2009). El mecanismo de reacción de acoplamiento de un aa activado 

con HOBt se muestra en Figura 16. Inicialmente ocurre una sustitución 

nucleofílica en la que el grupo -NH2 de la resina (o de un aa desprotegido) 

se acopla al carbonilo del aa Fmoc activado, y luego ocurre la eliminación 

del HOBt tras una transferencia de protones desde el grupo amino de la 

resina. Un mecanismo análogo ocurre para la unión de aa a otro ya unido 

a la resina (Pires et al., 2014; Montalbetti & Falque, 2005). 

� Desprotección: Después de cada paso de acoplamiento, el grupo 

protector en el amino del aa agregado debe ser removido para continuar 

la síntesis. El mecanismo de eliminación del Fmoc transcurre en dos 

pasos: primero, la base débil remueve el protón ácido en la posición 9 del 

✁✝✟☛☛✏ ✌☎ ✠☛✡✏✄☎✝✏★ ✢ ☛✡☎✙✏ ✡✝✁ ✟-eliminación produce residuo de de 

dibenzofulveno (DBF) altamente reactivo que es atrapado 
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apolar, y una fase estacionaria apolar. Los compuestos no polares tienden a 

interaccionar con las cadenas alquílicas a través de fuerzas de Van der Waals, 

por lo que estarán menos tiempo en la fase móvil y su elución se verá retrasada. 

Por lo tanto, el tiempo de retención (tr) es mayor para las moléculas de 

naturaleza apolar o hidrofóbicas, mientras que las moléculas de carácter polar o 

hidrofílicas eluyen más rápidamente. 

Las características del compuesto a separar juegan un papel muy 

importante en la retención. Un compuesto de cadena alquílica larga posee mayor 

hidrofobicidad y presenta un mayor tr, el cual aumenta con el área de la superficie 

hidrofóbica. Los compuestos ramificados suelen eluir más rápidamente que sus 

isómeros lineales puesto que la superficie total se ve reducida (Petrova & Sauer 

2017). 

La hidrofobicidad y la hidrofilicidad de un péptido van a depender de sus 

residuos, el largo de la secuencia y la estructura. Las cadenas laterales de los 

aminoácidos pueden ser no polares o hidrófobas o polares o hidrófilas. Además, 

pueden ser polares sin carga, cargadas positivamente (básicas) o negativamente 

(ácidas). Incluso dentro de cada grupo, existen diferencias notables en el 

tamaño, la forma y las características de las cadenas. En consecuencia, la 

naturaleza hidrófila o hidrófoba del péptido y la presencia de grupos cargados 

juegan un papel importante en la separación de péptidos. La estructura 

secundaria, a su vez, va a depender del entorno hidrófobo de la RP-HPLC. Estas 

✍✏✝✌✟✍✟✏✝☎✆ ✆✡☎☛☎✆ ✂✄✏✕✏☞☎✄ ✢ ☎✆✞✁✎✟☛✟✰✁✄ ☛✁ ✠✏✄✕✁✍✟✤✝ ✌☎ ☎✆✞✄✡✍✞✡✄✁✆ ✁-

helicoidales en cadenas polipeptídicas. En consecuencia, cuando una molécula 

sufre la form✁✍✟✤✝ ✌☎ ✡✝✁ ☎✆✞✄✡✍✞✡✄✁ ✲☎☛✟✍✏✟✌✁☛ ✍✏✝ ✡✝✁ ✍✁✄✁ ✌☎ ✡✝✁ ✲✒☛✟✍☎ ✁

anfipática no polar que puede interactuar con la fase estacionaria, su interacción 

hidrofóbica será más fuerte en comparación con la unión como una región de 

random coil ✏ ✡✝✁ ✁-hélice no anfipática. Este fenómeno da como resultado una 

desviación notable del comportamiento de retención esperado basado 

únicamente en la composición de aminoácidos (Tripet et al., 2007). 

La elución se realiza empleando mezclas de solventes polares como 

agua, acetonitrilo, acetato de etilo y alcoholes alifáticos. En la separación de 
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aminoácidos y péptidos, se utilizan usualmente columnas con cadenas lineales 

de 18 carbonos (C18: |SiO2|-(CH2)17-CH3) (Mant et al., 2010). 

Además de controlar la homogeneidad del producto, para comprobar la 

correcta síntesis de los péptidos es necesario determinar su peso molecular por 

alguna técnica de Espectrometría de Masas (MS). A estas determinaciones 

pueden sumarse el análisis de aa y el secuenciamiento químico mediante 

Degradación de Edman. No obstante, y dado que se conoce de antemano la 

secuencia de aminoácidos, el análisis por MS suele ser suficiente para 

caracterizar el péptido, particularmente cuando se excluye la posibilidad de 

reacciones secundarias importantes (Burdick & Stults, 1997). 

Una técnica de MS ampliamente utilizada para medir la masa de péptidos 

y otras biomoléculas es la espectroscopía MALDI-TOF (del inglés, Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-of-Flight). En este análisis se 

prepara, en primer lugar, una mezcla de la muestra del péptido con una matriz 

absorbente, que puede ser una sustancia orgánica como el ácido sinápico o el 

✚✍✟✌✏ ✁-ciano-4-hidroxicinámico. La matriz tiene la función de ayudar a desorber 

e ionizar el péptido cuando se somete a un láser pulsado. A continuación, la 

muestra se coloca en un objetivo y se irradia con un láser. La energía del láser 

hace que la matriz absorba la radiación y se produzcan la desorción y la 

ionización de los analitos, incluyendo el péptido de interés. Los iones generados 

se cargan positiva o negativamente dependiendo de las condiciones 

experimentales. 

Después de la ionización, los iones son acelerados en un campo eléctrico 

y enfocados hacia el analizador TOF. Este analizador es un dispositivo que 

permite separar los iones según su relación masa/carga (m/z). La separación se 

basa en el tiempo que tarda cada ión en recorrer un tubo de vuelo hasta alcanzar 

el detector al final del mismo. Iones más livianos o con mayor carga viajan más 

rápido que iones más pesados o con menor carga. Una vez que los iones 

alcanzan el detector, se registra la señal generada. Esta señal se convierte en 

un espectro de masas que muestra la distribución de iones en función de su 

masa. Cada pico en el espectro representa un ión con una determinada masa. 
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Analizando el espectro, es posible determinar la masa del péptido de interés 

(Burdick & Stults, 1997). 

1.4. Inhibidores enzimáticos en farmacología 

Tal como se mencionó anteriormente, las enzimas son, en la actualidad, 

objetivos moleculares clave para el diseño y desarrollo de nuevos 

medicamentos, ya que, modulando su actividad, se pueden lograr efectos 

fisiológicos inmediatos y bien definidos. 

Una amplia gama de problemas de salud, desde infecciones bacterianas 

y virales hasta enfermedades crónicas como la diabetes, la hipertensión, el 

cáncer e incluso trastornos de la personalidad como la depresión y la demencia, 

se tratan farmacológicamente mediante el uso de inhibidores enzimáticos que 

actúan sobre diferentes enzimas involucradas en la fisiopatología de estas 

enfermedades. En la Tabla 2 se enumeran algunos ejemplos de fármacos que 

actúan mediante inhibición enzimática, junto sus enzimas blanco y las 

enfermedades asociadas. 
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Tabla 2. Ejemplos de fármacos cuyos principios activos son IE * 

Fármaco Enzima blanco Enfermedad 

Amprenavir Proteasa de VIH SIDA 

Alopurinol Xantina oxidasa Gota 

Amoxicilina Proteínas de unión a penicilina Infección bacteriana 

Combivir Transcriptasa reversa SIDA 

Flurouracil Timidilato sintasa Cáncer 

Digoxina ATPasa Na+/K+ Fibrilación auricular 

Dutasterida 5-✁-reductasa Hiperplasia prostática benigna 

Levitra Fosfodiesterasa V Disfunción eréctil 

Lisinopril Enzima convertidora de angiotensina Hipertensión 

Leflunomida Dihidroorotato deshidrogenasa Inflamación 

Nitecapona Catecol-O-metiltransferasa Enfermedad de Parkinson 

Omeprazol Bomba electrogénica H+ / K+ Úlcera péptica 

Trazodona Adenosina deaminasa Depresión 

* Fuente: Kenakin, 2017. 

1.4.1.  Tipos de inhibidores 

Los inhibidores enzimáticos se pueden clasificar principalmente como 

reversibles o irreversibles. En el caso de los inhibidores reversibles, la unión 

entre la enzima y el inhibidor ocurre a través de interacciones no covalentes, 

como interacciones electrostáticas, puentes de hidrógeno, fuerzas hidrofóbicas 

o fuerzas de Van der Waals (Robinson, 2015). Esta unión puede revertirse 

mediante dilución o diálisis. Los inhibidores reversibles son los más utilizados 

como medicamentos (Ring et al., 2014). Por otro lado, los inhibidores 

irreversibles forman enlaces covalentes con la enzima, lo que no puede ser 

revertido por dilución. Esto generalmente resulta en la pérdida de funcionalidad 

tanto del inhibidor como de la enzima. Si bien existen inhibidores irreversibles de 

uso clínico, como el ácido acetilsalicílico o la penicilina, su número es mucho 

menor en comparación con los inhibidores no covalentes (González-Bello, 2015). 

Muchos inhibidores irreversibles son venenos y se utilizan como herbicidas, 
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desinfectantes o armas químicas, entre otros usos (Ganesan et al., 2010; 

Polsinelli et al., 2010). 

El estudio de las reacciones de inhibición reversible se basa en la 

interacción entre un sustrato (S) y una enzima (E) para formar un complejo 

enzima-sustrato (ES), que se cuantifica mediante la constante Ks. El complejo 

ES genera uno o más productos a través de reacciones químicas definidas por 

la constante de velocidad kcat. Con respecto al inhibidor, la interacción más 

común es la unión directa a la enzima libre, y el equilibrio entre el complejo 

binario enzima-inhibidor se define por la constante de disociación Ki (también 

conocida como constante de inhibición). 

El complejo formado entre la enzima y el inhibidor (EI) puede unirse al 

sustrato para formar un complejo ternario ESI, y la afinidad del complejo EI por 

el sustrato puede diferir de la afinidad de la enzima libre. Por lo tanto, la constante 

de disociación Ks ✆☎ ☞☎ ✕✏✌✟✠✟✍✁✌✁★ ✢ ☎☛ ☞✁☛✏✄ ✌☎ ✏✞✄✁ ✍✏✝✆✞✁✝✞☎★ ✁★ ✌☎✠✟✝☎ ☎☛ ✙✄✁✌✏

en que la unión del inhibidor afecta la afinidad de la enzima por el sustrato 

(Copeland, 2005). La Figura 17 muestra un esquema de estas interacciones. 

 

Figura 17: Esquema del equilibrio entre enzima, sustrato e inhibidor reversible. Fuente: 

Copeland, 2005.  

✩✟ ✝✏ ✲✁✢ ✍✁✕✎✟✏ ☎✝ ☛✁ ✁✠✟✝✟✌✁✌★ ☎✝✞✏✝✍☎✆ ✁ = 1. Si la formación del 

✍✏✕✂☛☎✫✏ ✯✝ ✟✕✂✟✌☎ ☛✁ ✡✝✟✤✝ ✌☎☛ ✆✡✆✞✄✁✞✏★ ☎✝✞✏✝✍☎✆ ✁ = �★ ✢ ✆✟ ☛✁ ✠✏✄✕✁✍✟✤✝ ✌☎ ✯✝

✁✡✕☎✝✞✁ ☛✁ ✁✠✟✝✟✌✁✌ ✌☎ ✯ ✂✏✄ ✩★ ☎✝✞✏✝✍☎✆ ✁ < 1. Por lo tanto, la constante Ki 

✄☎✂✄☎✆☎✝✞✁ ☛✁ ✌✟✆✏✍✟✁✍✟✤✝ ✌☎☛ ✍✏✕✂☛☎✫✏ ✯✝★ ✢ ✁✁i representa la disociación del 

complejo ESI. Estas constantes permiten definir tres tipos potenciales de 
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interacciones entre la enzima y el inhibidor reversible: inhibidores competitivos, 

que se unen exclusivamente a la enzima libre; inhibidores no competitivos, que 

se unen tanto a la enzima libre como al complejo ES con cierta afinidad; e 

inhibidores acompetitivos, que se unen exclusivamente al complejo ES o 

especies subsecuentes (Copeland, 2005). 

Dado que los inhibidores disminuyen la actividad enzimática, los 

parámetros cinéticos KM y Vmax se modifican según el tipo de inhibición que esté 

presente. Las siguientes ecuaciones representan la ecuación de velocidad de 

reacción de Michaelis-Menten (MM) y las diferentes formas que adopta en 

✂✄☎✆☎✝✍✟✁ ✌☎ ✡✝ ✟✝✲✟✎✟✌✏✄ ✍✏✕✂☎✞✟✞✟☞✏ ✢ ✡✝✏ ✝✏ ✍✏✕✂☎✞✟✞✟☞✏ ✍✏✝ ✁ = 1, 

respectivamente (Ecuaciones 1, 2 y 3): 

✞ ✌
☛�✁✂✒✄☎

✒✄☎✆✝✟
  (Ecuación 1) 

✞ ✌
☛�✁✂✒✄☎

✒✄☎✆✝✟✠✡✆
☞✍✎

✏✑
✓

  (Ecuación 2) 

✞ ✌
☛�✁✂✒✄☎

✠✒✄☎✆✝✟✓✠✡✆
☞✍✎

✏✑
✓

  (Ecuación 3) 

Los inhibidores competitivos aumentan el valor de KM de la enzima sin 

afectar el valor de Vmax. Si trazamos un gráfico de la velocidad inicial de reacción 

(V0) en función de la concentración de sustrato a diferentes concentraciones de 

un inhibidor competitivo, obtendremos un gráfico como se muestra en la Figura 

18A. Estos inhibidores se unen exclusivamente a la enzima libre y bloquean la 

unión del sustrato. Son compuestos que compiten directamente con el sustrato 

por el sitio activo de la enzima (Bisswanger, 2017). 
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inhibición, determinar el tipo de inhibición y calcular el valor de la constante de 

inhibición Ki. 

La Ki es un indicador cuantitativo clave de la potencia inhibitoria del 

compuesto. Otro valor importante es su valor de IC50 (concentración inhibitoria 

50), que representa la concentración en la cual el inhibidor genera una inhibición 

del 50% de una determinada actividad enzimática, usualmente a reacción 

completa (punto final). Una mayor actividad inhibitoria se refleja en valores más 

bajos de Ki e IC50. Sin embargo, el indicador cuantitativo principal es la Ki, ya que 

es una medida de la afinidad de un determinado compuesto por la enzima y no 

depende de la concentración de sustrato como el IC50. Mientras la Ki es un 

parámetro constante para un compuesto específico con una enzima, el valor IC50 

es relativo y depende de la concentración de sustrato utilizada en el ensayo. Si 

se realizan cinco ensayos diferentes con concentraciones de sustrato variables, 

un compuesto exhibirá cinco valores IC50 diferentes para la misma enzima 

(Burlingham & Widlanski, 2003). De todas maneras, la determinación del IC50 es 

más simple y facilita la comparación de la actividad de un determinado inhibidor 

con otros reportados en la bibliografía, teniendo en cuenta las condiciones 

empleadas para su cálculo. El valor de IC50 es la métrica más utilizada en las 

etapas iniciales de desarrollo de fármacos. 

La distinción entre IC50 y Ki se hace evidente cuando se consideran los 

métodos utilizados para determinar estos valores. Para calcular el valor de Ki de 

un inhibidor, es necesario medir las velocidades iniciales (V0) de las reacciones 

catalizadas por la enzima mientras se varía de forma independiente la 

concentración de sustrato [S] y la concentración de inhibidor [I]. El experimento 

consiste en medir la V0 para un rango de concentraciones de sustrato frente a 

una concentración fija de inhibidor. Este proceso se repite varias veces, 

normalmente cinco o seis, con diferentes concentraciones de inhibidor. Estos 

puntos, que normalmente requieren de 75 a 100 mediciones de velocidad 

individuales a realizarse por triplicado, se utilizan luego para determinar el valor 

de Ki mediante un ajuste matemático con el modelo de MM adaptado 

(Ecuaciones 2 y 3) (Burlingham & Widlanski, 2003). 
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Por otro lado, los valores de IC50 se obtienen con un esfuerzo 

considerablemente menor. El valor IC50 se determina a una sola concentración 

de sustrato mientras se varían las concentraciones de inhibidor. Dado que este 

enfoque requiere solo alrededor del 15 - 20 % de los puntos de datos, es más 

eficiente a la hora de probar una gran variedad de compuestos (Burlingham & 

Widlanski, 2003). 

Una vez que se obtiene los valores de inhibición en función de la 

concentración de inhibidor, el valor de IC50 se obtiene mediante la construcción 

de una curva de ajuste denominada curva de dosis - respuesta. Para este fin, el 

modelo matemático más utilizado es el logístico de cuatro parámetros, aunque 

también se emplea el logarítmico simple. El modelo logístico de cuatro 

parámetros permite describir de manera precisa un patrón de respuesta 

sigmoidal para los valores de inhibición, especialmente en casos donde hay una 

fase de saturación o una región de transición gradual entre la ausencia y la 

máxima inhibición (Sebaugh, 2011). La curva está descripta por la Ecuación 4. 

Este modelo, respecto al logarítimo simple, proporciona parámetros adicionales 

que pueden ayudar a caracterizar la inhibición enzimática de manera más 

completa. 

✞ ✌
✁☛�

✡✆✠✁✂✄✓☎
✌ ✆  (Ecuación 4) 

En la Ecuación 4, Y es la respuesta o actividad (normalmente, porcentaje 

de inhibición respecto a una actividad sin inhibidor o basal) y X es la 

concentración. El valor a indica la asíntota inferior o valor mínimo y la asíntota 

superior es d, la parte superior de la curva o meseta superior. La inclinación de 

la porción lineal de la curva está descrita por el factor de pendiente, b. El 

parámetro c es la concentración correspondiente a la respuesta a medio camino 

entre a y d (Sebaugh, 2011). 
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1.4.3.  Herramientas computacionales para el estudio de los 

IEs 

Los métodos computacionales de estudio de biomoléculas son 

herramientas extremadamente útiles que, actualmente, alcanzan casi todos los 

aspectos del proceso descubrimiento de nuevos fármacos (Luque, 2018). 

Empleando técnicas bioinformáticas, los investigadores pueden, por ejemplo, 

examinar grandes bases de datos para encontrar moléculas de interés de 

manera más rápida y económica que basándose sólo en los métodos 

experimentales. Esto puede acelerar el desarrollo de fármacos mediante la 

identificación de posibles candidatos a fármacos y la optimización de sus 

propiedades antes de sintetizarlos y probarlos en el laboratorio. La química 

computacional también puede ofrecer modelos predictivos aplicados a la afinidad 

de unión y selectividad de compuestos de interés a objetivos específicos, así 

como sus perfiles farmacocinéticos y de toxicidad (Sliwoski et al., 2014). 

Para el diseño y estudio de inhibidores enzimáticos con potencial 

terapéutico, se destacan dos técnicas computacionales: las simulaciones de 

dinámica (DM) y de docking molecular (De Vivo et al., 2016). Estas herramientas 

permiten simular y modelar el comportamiento de moléculas en su interacción 

con la enzima a través de ecuaciones, lo que facilita la representación, 

comprensión y predicción de diversas propiedades moleculares dinámicas, como 

geometrías de interacción, energías y otras. Si bien son técnicas aplicables a un 

gran número de sistemas y moléculas, son especialmente útiles en las proteínas 

y péptidos. 

1.4.3.1. Dinámica molecular 

El objetivo típico de un estudio de DM es simular el comportamiento de un 

sistema bioquímico, entendido como las posibles configuraciones que el sistema 

puede adquirir durante un determinado tiempo, normalmente en el orden de los 

nano hasta microsegundos para un sistema compuesto por una proteína 

rodeada de un solvente, como moléculas de agua. Entre muchos tipos diferentes 

de técnicas de simulación, la DM es la más utilizada para investigar las 
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propiedades estructurales, cinéticas y termodinámicas de las proteínas (Rizzuti, 

2022). 

La primera simulación de DM de una proteína globular (inhibidor de la 

tripsina pancreática bovina) se reportó en 1977 y duró 9,2 ps (McCammon et al., 

1997). Esta proteína se simuló sin solvente, es decir, en el vacío. Posteriormente, 

en 1988, se simuló la misma proteína durante un tiempo mucho mayor (210 ps) 

y en medio acuoso (Levitt & Sharon, 1988). Desde entonces, ha habido un 

avance notable en el poder de cómputo, lo que permite ejecutar rutinariamente 

simulaciones en proteínas significativamente más grandes (Karplus & Kuriyan, 

2005). Estas simulaciones se han utilizado para estudiar la función de las 

proteínas, su estabilidad, las interacciones proteína-proteína, las reacciones 

enzimáticas e interacciones fármaco-proteína, así como las proteínas de 

membrana (Sinha et al., 2022). En la siguiente figura (Figura 19) se muestra una 

representación de un sistema compuesto por una proteína globular solvatada en 

medio acuoso sometido a una simulación durante 100 ns. 

 

Figura 19: Simulación de una proteína en solución: modelo de ✁-glucosidasa de S. cerevisiae 

(dorado) ☎✡✟✄✞✟✞ ✠✡☎ �✁✂✄☎☎☎ ✞✡✁✝✄✂✁✞✎ ✟✄ ✞✆✂✞ (rojo)� ✝✁ ✎✂✎✆✄✞✞ ✟✄ ✎✂✞✂✁✞✄✂✞☎ ✄✡☎✎✆✞ ✟✄ � 
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50 000 átomos, incluidos los iones de sodio (esferas). Imagen elaborada con el programa DS 

Visualizer (BIOVIA). 

Para describir y predecir el comportamiento de las moléculas se utiliza la 

teoría de la mecánica clásica. El objetivo es resolver las ecuaciones de 

movimiento newtonianas para cada átomo en el sistema y obtener información 

sobre las propiedades y el comportamiento del sistema en función del tiempo. 

En esencia, es una técnica de muestreo de posiciones para un sistema 

multiatómico, que predice el movimiento de los átomos en función de las fuerzas 

interatómicas y las interacciones moleculares en las que están involucrados 

(Rizzuti, 2022). 

Las fuerzas involucradas en el sistema se calculan utilizando un conjunto 

de expresiones matemáticas y parámetros que describen las interacciones entre 

los átomos, llamadas campo de fuerzas (CF). Estos campos incluyen los 

parámetros químicos y fisicoquímicos para los tipos de átomos del sistema, las 

interacciones intra e inter-atómicas, electrostáticas y las fuerzas de Van der 

Waals, entre otros parámetros, que se utilizan para simular el sistema. La 

Ecuación 5 representa la forma funcional típica de un CF. Se describe la 

variación de la longitud y ángulo de enlace utilizando un potencial armónico, 

además del cambio de energía a medida que rota un enlace (potencial torsional), 

y un cuarto término representa las interacciones no-enlazantes. Para éstas 

últimas, se utiliza normalmente el potencial de Coulomb para las interacciones 

electrostáticas y el de Lennard-Jones para las de Van der Waals. 

(Ecuación 5)  

Se han desarrollado diversos campos de fuerzas, agrupados en tres 

modelos moleculares principales: modelo todo-átomo (del inglés, all-atom), de 

grano grueso (CG, del inglés coarse-grain) y modelos mixtos all-atom / grano 

grueso. 
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El modelo molecular all-atom es el más detallado y preciso. En este 

enfoque, se representa cada átomo de la molécula de manera individual, 

teniendo en cuenta sus interacciones específicas. Esto permite una descripción 

más precisa de las propiedades estructurales y dinámicas de las biomoléculas. 

Sin embargo, debido a su nivel de detalle, estos modelos requieren un poder 

computacional más alto y pueden limitar el tamaño y el tiempo de simulación. 

Por otro lado, el modelo de grano grueso reduce la complejidad del sistema al 

agrupar varios átomos en unidades más grandes, conocidas como "granos". 

Estos granos representan regiones funcionales de la molécula, lo que permite 

una simulación a mayor escala (tanto en dimensiones de la molécula como en 

tiempo) con menor costo computacional. Aunque el modelo de grano grueso 

pierde parte de la resolución atómica, es útil para estudiar fenómenos 

moleculares en sistemas de que involucran un gran número de moléculas, como 

complejos de proteínas de membrana. Finalmente, los modelos mixtos combinan 

lo mejor de ambos enfoques. En estas simulaciones, se utilizan modelos all-atom 

para regiones críticas o detalladas de la molécula, mientras que se emplea un 

enfoque de grano grueso para las regiones menos relevantes o para reducir la 

carga computacional. Esto permite un equilibrio entre precisión y eficiencia 

computacional, siendo especialmente útil para estudiar sistemas más grandes y 

complejos (Sinha et al., 2022). 

Para las simulaciones all-atom existen varios tipos de campos de fuerza 

disponibles, como AMBER, CHARMM, GROMOS, OPLS, entre otros. Cada uno 

tiene su propio conjunto de parámetros y aproximaciones, y su elección depende 

del sistema y las moléculas específicas que se estén estudiando. Para la 

simulación de proteínas y polipéptidos, el campo de fuerza más utilizado es el 

ff19SB de AMBER (junto con las versiones anteriores ff14SB y ff99SB) que fue 

parametrizado específicamente para estas biomoléculas y ha demostrado que 

reproduce con precisión datos experimentales como cambios químicos de RMN 

y estructuras cristalográficas (Tian et al., 2020; Maier et al., 2015). Para CG, uno 

de los modelos más populares es el campo de fuerza MARTINI para proteínas 

de membrana, en el cual varios átomos en la proteína y los lípidos se aproximan 

como una sola partícula, y cuatro moléculas de agua se tratan como una sola 



Introducción 
 

 

78 Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas | Lic. Iván Sanchis 
 

partícula (conocido como mapeo de una partícula por cada cuatro, o 4:1), aunque 

las partículas pueden diferir en su polaridad o hidrofilicidad (Marrink et al., 2017). 

La definición del CF que se aplicará a los componentes del sistema se 

realiza al momento de iniciar una simulación. Se definen también las velocidades 

y direcciones iniciales de los átomos, normalmente de manera aleatoria. Estas 

condiciones iniciales pueden basarse en estructuras experimentales o modelos 

teóricos. A partir de estas posiciones y velocidades iniciales, se integran las 

ecuaciones de Newton para calcular las trayectorias y las velocidades de los 

átomos al pasar de un momento determinado al siguiente, luego de transcurrido 

un salto de tiempo seleccionado para la simulación. Durante la simulación, se 

calculan las fuerzas entre los átomos en cada paso de tiempo utilizando los 

potenciales de fuerza previamente definidos (Hollingsworth & Dror, 2018). 

Además de las fuerzas interatómicas, se pueden tener en cuenta otros factores, 

como la temperatura y la presión, mediante la aplicación de técnicas de 

termostato y barostato que mantienen el sistema en condiciones controladas. 

Para el termostato, una técnica común es el termostato de Langevin, que aplica 

una fuerza estocástica a las partículas del sistema para simular la interacción 

con un baño térmico. Esto permite que el sistema alcance una temperatura 

deseada y se mantenga estable durante la simulación. Otra técnica popular es 

el termostato de Nose-Hoover, que utiliza una serie de grados de libertad 

adicionales para regular la temperatura. Este termostato ajusta las velocidades 

de las partículas en función de las desviaciones de la temperatura deseada, lo 

que permite un control más preciso (Ke et al., 2022). 

En cuanto al barostato, se utilizan diferentes técnicas para controlar la 

presión en el sistema. Una de ellas es el barostato de Parrinello-Rahman, que 

aplica una tensión a la caja de simulación para mantener la presión deseada. 

Esta técnica ajusta las dimensiones de la caja y las velocidades de las partículas 

para lograr un equilibrio entre la presión interna y externa. Es muy común el uso 

de un barostato isotérmico-isobárico (NPT), que combina el control de 

temperatura y presión en una sola simulación mediante la aplicación de un 

termostato y un barostato simultáneamente (Ke et al., 2022). 
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Una simulación determinada puede realizarse utilizando diversas 

plataformas y conjuntos de algoritmos específicos para tal fin, como GROMACS, 

AMBER, vCHARMM, DL_POLY, NAMD o LAMMPS. A continuación, se resumen 

los pasos principales de un protocolo para realizar una simulación de DM de un 

sistema enzima-ligando (Braun et al., 2019): 

1. Preparación del sistema y parametrización: El primer paso es la 

preparación del sistema de interés. Normalmente se parte de un modelo 

tridimensional obtenido mediante técnicas experimentales de resolución de 

estructura como la cristalografía de rayos X, o proveniente de otro estudio 

computacional como modelado o docking molecular. A esta estructura se le 

aplica el campo de fuerza seleccionado. De esta manera, se genera un archivo 

que contiene la información sobre átomos, tipos de enlaces y parámetros que 

empleará el algoritmo para realizar los cálculos de energía durante la simulación, 

llamado topología del sistema (Ramos et al., 2021). 

En este paso se suele realizar también el proceso de solvatación del 

sistema, para los casos en los que se quiera el estudiar el comportamiento de 

moléculas o macromoléculas en agua o algún otro solvente. Se debe definir un 

contenedor virtual para el sistema llamado caja de simulación, que pueden 

presentar distintos tamaños y geometrías (cúbica, octaedro truncado, 

dodecaedro rómbico o prisma hexagonal). Dentro de este contenedor se 

encuentra el sistema a estudiar y, a través de un algoritmo, se adicionan las 

moléculas de solvente rellenando la caja. El solvente puede haber sido creado 

específicamente para la simulación que se quiere realizar o, más comúnmente, 

se utiliza un modelo predeterminado de moléculas de agua, como el modelo 

TIP3P (del inglés, Transferable Intermolecular Potential 3 Points). Se trata de un 

modelo de tres puntos rígido ampliamente empleado para biomoléculas y el más 

empleado en el caso de simulaciones AMBER por su compatibilidad con estos 

campos de fuerza (Harrach et al., 2014; Florová et al., 2010). También se pueden 

adicionar iones y contraiones para crear condiciones específicas para la 

simulación. 

La definición de la caja de simulación implica la imposición de un límite 

(borde) para el movimiento de las moléculas, y la interacción con los bordes 
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puede ser determinante para los resultados de la simulación. Para evitar 

perturbaciones debidas al efecto del borde se aplican, durante la simulación, 

condiciones periódicas de contorno (CPC). Esta técnica permite simular 

sistemas infinitos o extensos mediante la repetición periódica de una caja de 

simulación finita. De esta manera, se simula el sistema como un sistema ficticio 

que se extiende indefinidamente en todas las direcciones. Cuando un átomo 

atraviesa un límite de la caja de simulación, aparece en el lado opuesto como si 

fuera una imagen reflejada. Esto se logra aplicando transformaciones a las 

coordenadas de las partículas para asegurar que se mantengan dentro de la caja 

principal. La geometría de la caja que se seleccione no tiene grandes 

implicancias en el comportamiento del sistema (Wassenaar & Mark, 2005). 

2 Minimización: Una vez definida la topología del sistema, se le 

aplica una minimización energética (también llamada relajación) para eliminar 

choques estéricos u otras irregularidades estructurales. El objetivo es encontrar 

configuraciones del sistema que representen puntos mínimos de energía 

potencial, es decir, estados estables. La energía potencial es una función multi-

dimensional de las coordenadas, conocida como superficie de energía potencial. 

La función de energía potencial presenta, en general, varios mínimos locales y 

uno global (Braun et al., 2014). 

Para encontrar un mínimo, el algoritmo más comúnmente utilizado, tanto 

en dinámica molecular como en protocolos de machine learning, es el algoritmo 

de descenso de gradiente (del inglés, steepest descent). Este algoritmo se basa 

en calcular y seguir la dirección del gradiente negativo de la energía potencial 

del sistema para encontrar mínimos locales. El proceso implica iteraciones en 

las que se actualizan las posiciones de las partículas en función del gradiente 

negativo de la energía. En cada iteración, se calcula el gradiente de la energía 

respecto a las coordenadas de las partículas y se realiza un paso (modificación 

de las posiciones) en la dirección opuesta al gradiente multiplicado por un factor. 

Este factor se ajusta luego para controlar la velocidad de convergencia y evitar 

oscilaciones indeseadas. Este algoritmo es ampliamente utilizado debido a su 

eficacia y fácil implementación. Sin embargo, en sistemas más complejos y con 

superficies de energía potencial rugosas, puede ser necesario recurrir a 
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algoritmos más avanzados, como ser el método del gradiente conjugado, que es 

más eficaz en la zonas de mínimo (Mackay et al., 1989). En algunos casos, se 

pueden aplicar enfoques más sofisticados que combinen la minimización de 

energía con otros métodos de optimización, como el recocido simulado (del 

inglés, simulated annealing) o el muestreo Monte Carlo, para explorar el espacio 

conformacional de manera más eficiente y evitar mínimos locales (Nayeem et 

al., 1991). 

En la Figura 20 A se muestra un ejemplo de minimización energética para 

todos los átomos de un sistema aplicando un protocolo de minimización 

combinado de descenso de gradiente y gradiente conjugado con 1000 

iteraciones. 

 

Figura 20: Procesamiento del sistema previo a la corrida de producción de una simulación de 

dinámica molecular. A. Disminución de la energía total del sistema luego de una minimización 

de 100 ps B. Ajuste progresivo de la temperatura hasta 300 K mediante una termalización de 20 

ps. C. Corrección de la densidad del sistema en una fase de equilibrado de 200 ps. 
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3 Termalización: Luego de definir la topología del sistema y asignar 

velocidades iniciales, se suele aumentar gradualmente la temperatura inicial 

para establecer una distribución adecuada de energía cinética entre las 

partículas. Para esto se selecciona y aplica un termostato y se somete el sistema 

a una simulación breve, donde la temperatura se incrementa de manera 

controlada y gradualmente desde un valor inicial hasta la temperatura de 

equilibrio deseada, de manera de ayudar al sistema acomodarse al salto térmico 

total (Gallo et al., 2009). Esto facilita que las propiedades y comportamientos 

observados luego en la simulación sean representativos de las condiciones 

termodinámicas deseadas evitando ciertas desviaciones debidas a una 

inicialización inadecuada del sistema. Los programas utilizados como AMBER o 

LAMMPS incluyen módulos específicos para realizar el paso de termalización. 

En la Figura 20 B se muestra un ejemplo de la variación de la temperatura luego 

de una termalización de 20 ps para alcanzar una temperatura de 300 K. 

3. Equilibrado: Una vez que se llevó el sistema a la temperatura de 

interés, se realiza una simulación breve (aprox. 1 ns) bajo condiciones similares 

a las que se utilizarán en la simulación de mayor duración (corrida de 

producción). Este paso se conoce como equilibrado del sistema. Aquí, la 

temperatura y la presión son constantes, y el objetivo principal es lograr que el 

sistema ajuste su densidad, que normalmente aumenta progresivamente luego 

de cada salto de tiempo hasta llegar a un valor de equilibrio (Braun et al., 2014). 

En la Figura 20 C se muestra un ejemplo de ajuste de la densidad del sistema 

en una fase de equilibrado de 200 ps. 

4. Corrida de producción: Una vez que el sistema se encuentra a la 

temperatura y densidad indicadas, se puede ejecutar la corrida de producción. 

Esta fase es la de mayor duración y costo de cálculo, siendo una corrida típica a 

partir de los 100 ns. A partir de los resultados de esta fase se derivan las 

conclusiones y análisis principales del experimento computacional. 

En esta etapa, las condiciones de simulación no difieren de las utilizadas 

en la fase de equilibrado, por lo que se podría pensar que estas dos fases pueden 

juntarse en una sola. En realidad, el ajuste de la densidad no puede ocurrir en la 

mayoría de las corridas de producción por el tipo de hardware que se utiliza para 
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realizarlas. Por el alto costo de cómputo que implican, para las simulaciones de 

varios ns los programas actuales aplican módulos que les permiten derivar parte 

de los cálculos a la Graphics Processing Unit o GPU. Para tal fin, el paquete 

AMBER lanzó en 2011 su módulo pmemd.cuda, que desde entonces ha sido 

perfeccionado para replicar eficazmente los resultados que se obtienen al 

ejecutar todos los cálculos en la CPU (del inglés, Central Processing Units) (Lee 

et al., 2018). Ambas unidades tienen diferencias fundamentales en su estructura 

de cálculo, siendo la GPU más rápida en términos de poder de cálculo crudo 

(Friedrichs et al., 2009). De todas maneras, algunas operaciones sólo las realiza 

de manera correcta la versión del código que emplea la CPU. Una de éstas es 

la corrección de la densidad del sistema, ya que el código para simular en GPU 

no reorganiza automáticamente las celdas de la cuadrícula. Es por esto que la 

fase de equilibrado debe ejecutarse utilizando el código tradicional que realiza 

cálculos sólo con la CPU para luego correr la fase más larga de la simulación 

utilizando el código adaptado a la GPU. 

5 Análisis: Finalmente, se analizan los resultados de la corrida de 

producción. A lo largo de la simulación, el programa registra sistemáticamente la 

disposición espacial y velocidad de todos los átomos luego de un determinado 

número de pasos indicado por el usuario. Esto resulta en un número de 

estructuras llamadas trayectorias que tienen una relación secuencial y permiten 

estudiar la evolución del sistema. Sobre las trayectorias se aplican una serie de 

análisis para extraer resultados y elaborar conclusiones sobre las propiedades 

dinámicas del sistema. 

De todas maneras, se debe inicialmente evaluar la calidad del modelo 

dinámico obtenido a partir de la simulación. Para esto se evalúan una serie de 

variables como la evolución de la energía cinética y total, temperatura y presión 

a lo largo de la simulación, para las cuales se busca que mantengan valores 

estables en el tiempo. Además de éstas (que se evalúan de manera estándar 

también en las etapas de preparación) el interés principal para una corrida de 

producción es lograr que los cambios conformacionales que ocurren por 

interacción entre los átomos conduzcan a una estructura o un conjunto de 

estructuras estables para elaborar conclusiones a partir de ellas. 
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La variable más utilizada para evaluar los cambios estructurales de 

macromoléculas luego de una simulación es la desviación cuadrática media 

RMSD (del inglés, Root-mean-square deviation) de las coordenadas atómicas, 

que es una medida de la distancia promedio entre todos los átomos de dos 

estructuras, que son, normalmente, la estructura inicial de referencia y la 

obtenida luego de un determinado tiempo de simulación y tiene unidades de 

distancia (Å típicamente). Se puede calcular utilizando programas que aplican la 

siguiente ecuación sobre los átomos del sistema (Ecuación 6), donde xi e yi son 

las coordenadas del átomo i y el átomo en la estructura de referencia 

correspondiente, con N siendo el número total de átomos en el sistema (Kumar 

et al., 2021): 

✞�✁✂ ✌ ✌✡☛✄ ☎✆✝ ✟ ✠✝☎✡☛☞✍✡   (Ecuación 6) 

Cuando se analiza la evolución del RMSD a lo largo del tiempo de 

simulación, es deseable que éste alcance la convergencia entorno a un 

determinado valor, lo que es indicio de que los cambios estructurales condujeron 

el sistema hacia un punto de estabilidad estructural. En Figura 21 se muestra un 

ejemplo de gráfico de RMSD para diversas proteínas en agua, producto del 

trabajo Zhang et al. (2019). Aquí se observa, por ejemplo, que la estructura de la 

proteína salvaje (en inglés, wild-type o wt) (C1C2-WT) se estabiliza luego de 

unos 200 ns de simulación, pasando una fase de reacomodamiento estructural 

entre los 75 y 175 ns aproximadamente. Al contrario, otras proteínas como la 

ER-TC sufren cambios conformacionales (variaciones o saltos en los valores de 

RMSD) aún luego de los 250 ns. 
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Figura 21: Desviación cuadrática media (RMSD) vs. tiempo de simulación de una serie de 

proteínas quiméricas estudiadas por Zhang et al., 2019 (figura adaptada). 

Con respecto a los cambios conformacionales del sistema simulado, es 

importante conocer el comportamiento de ciertos residuos específicos. Aun 

cuando el gráfico de RMSD indica una convergencia estructural, ciertas zonas 

de la macromolécula o del complejo pueden presentar variaciones. Esto es 

común en las zonas de loops. Para encontrar estos sitios de mayor variación 

puntual se recurre al cálculo de otra variable cuyo cálculo es similar al del RMSD, 

pero muestra la variación de residuos específicos, llamada fluctuación cuadrática 

o RMSF. Este análisis permite observar la movilidad promedio del backbone de 

cada residuo a lo largo de la dinámica y se realiza con Ecuación 7, donde t es el 

número de estructuras a evaluar, T el número total de estructuras, t' es la 

estructura de referencia y r es la posición del átomo a evaluar. Los valores 

calculados para cada residuo suelen graficarse junto con el número de residuo 

para evidenciar zonas de mayor o menor movilidad. 

✞�✁✞ ✌ ✌✄ ✂☛✠�✓☛☛✠�✑✓✂☞✁
☎✆✝

✟
  (Ecuación 7) 

La Figura 22 muestra el RMSF en función del número de residuo obtenido 

por Kumar et al. (2021) al simular la enzima anhidrasa carbónica SazCA a 

diferentes temperaturas. Este análisis les permitió identificar seis residuos 
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altamente flexibles (98, 99, 100, 101, 145 y 207) que fueron destacados por la 

mayor flexibilidad y degradación estructural de SazCA a temperaturas elevadas. 

 

Figura 22: RMSF de la anhidrasa carbónica SazCA simulada a diferentes temperaturas. 

Adaptado de Kumar et al. (2021). 

Una vez que se evaluó si el sistema alcanza cierta estabilidad estructural 

con la simulación, se procede a realizar análisis más específicos que apunten a 

elaborar las conclusiones para las cuales se llevó a cabo el experimento. Los 

análisis que se pueden realizar son muy numerosos y dependen mucho del 

fenómeno que se pretende estudiar. Un primer análisis es la observación visual 

de la evolución del sistema. Este puede realizarse empleando un programa de 

visualización de trayectorias como el Visual Molecular Dynamics (VMD) 

desarrollado por la Universidad de Illinois (Humphrey et al., 1996). Normalmente 

se busca evaluar el comportamiento de determinados átomos o moléculas a lo 

largo de la simulación, en particular de los que involucran interacción enzima-

ligando cuando se trata de un inhibidor enzimático. Para evaluar esta interacción 

se puede medir la evolución de la distancia entre dos particulares átomos o entre 

un átomo y un residuo, por ejemplo, además de la evolución de la formación de 
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puentes de hidrógeno utilizando módulo donde se suele indicar el ángulo y 

distancia para determinar la presencia o ausencia de un puente (Omar, 2020). 

Un tipo de análisis muy útil a los fines de comprender la interacción 

enzima-☛✟✙✁✝✌✏ ☎✆ ☎☛ ✍✚☛✍✡☛✏ ✌☎ ☛✁ ☎✝☎✄✙✗✁ ☛✟✎✄☎ ✞☎✤✄✟✍✁ ✌☎ ✟✝✞☎✄✁✍✍✟✤✝ ✤�✵✦★ ya 

que es una medida de la fuerza de atracción entre ambas moléculas y puede 

estimarse de manera global o de manera específica para cada residuo 

involucrado en la interacción. 

Existen diversos métodos para realizar este cálculo, siendo los más 

comunes el método MM/GBSA (del inglés, molecular mechanics generalized 

Born surface area) y el MM/PBSA (del inglés, molecular mechanics Poisson✁

Boltzmann surface area), que normalmente calculan una energía promedio 

utilizando un conjunto de estructuras tomadas a partir de una trayectoria 

estabilizada. Ambos pueden realizarse utilizando el paquete AMBER. Estos 

métodos permiten estimar la afinidad de unión entre el enzima y el inhibidor. 

Ambos involucran un enfoque de mecánica molecular para calcular la energía de 

interacción entre las moléculas del sistema y un solvente implícito. El método 

MM/GBSA se basa en una descomposición de la energía libre de Gibbs en 

términos de energías de enlace, energías de solvatación y términos entrópicos. 

Por otro lado, el método MM/PBSA utiliza una aproximación similar, pero 

incorpora cálculos basados en el modelo de solvente Poisson-Boltzmann, que 

implica resolver la ecuación correspondiente que demanda mayor tiempo de 

cómputo. Esto no implica que el método MM/PBSA ofrezca mejores resultados, 

ya que esto depende del sistema en particular y se ha demostrado que en 

muchos casos el método MM/GBSA resulta más preciso (Hou et al., 2011; Yang 

et al., 2011; Genheden & Ryde, 2015). 

1.4.3.2. Clustering 

Para analizar la configuración de un sistema luego de una simulación, es 

práctico poder disponer de una estructura particular sobre la cual elaborar 

conclusiones, pero las estructuras que se generan con dinámica molecular son 

muchas y distintas entre sí. Por este motivo, se recurre a algoritmos que permiten 

identificar las configuraciones más probables adoptadas por el sistema durante 
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una corrida de producción, además de subconjuntos estructurales relevantes, 

normalmente asociándolas en grupos (en inglés, clusters) según su similitud, 

siempre partiendo de estructuras extraídas dentro de una región estabilizada de 

la simulación. Los algoritmos que se pueden emplear para un análisis de 

clustering son muchos, tienen distintas características y no son proprios de la 

química computacional, ya que se emplean ampliamente en otros campos de la 

bioinformática y el machine learning (Abramyan et al., 2016). 

Uno de los métodos de clustering más utilizados es el método k-means. 

Este algoritmo agrupa un conjunto de datos (en este caso coordenadas 

atómicas) en k grupos distintos. El objetivo es minimizar la distancia entre los 

puntos dentro de cada grupo y maximizar la distancia entre los grupos. El 

algoritmo comienza seleccionando k centros iniciales de manera aleatoria y 

luego asigna cada punto al grupo cuyo centro esté más cercano. A continuación, 

se actualizan los centros de cada grupo tomando como referencia los puntos 

asignados. Este proceso se repite iterativamente hasta que se alcanza un criterio 

de convergencia, generalmente cuando la asignación de puntos ya no cambia 

significativamente. Al final, se obtienen k grupos que representan conjuntos de 

puntos similares (De Paris et al., 2015). 

El método k-means es muy utilizado debido a su simplicidad y eficiencia 

computacional. Sin embargo, su resultado puede depender mucho de la 

inicialización de los centros y converger a óptimos locales en lugar de la solución 

global óptima. Por este motivo y según las características cada simulación en 

particular, se pueden emplear métodos superiores como el clustering jerárquico, 

que construye una jerarquía de clusters mediante la agrupación sucesiva de 

puntos o grupos similares (De Paris et al., 2015). Estos algoritmos son utilizados 

ampliamente también en las técnicas de screening virtual y de docking molecular, 

como se verá a continuación. 

1.4.3.3. Docking molecular 

Otra herramienta computacional extensamente empleada en 

farmacología es el docking molecular, que comparte algunos algoritmos con la 

dinámica molecular, aunque su uso tiene una aplicación más específica. Esta 
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técnica se utiliza para predecir y analizar la interacción entre una molécula 

(ligando) y una macromolécula (generalmente una proteína). El objetivo principal 

del docking molecular es determinar cómo se unen y se encajan el ligando y la 

proteína a nivel tridimensional, prediciendo la afinidad y la geometría de la 

interacción. Se utilizan algoritmos y métodos de muestreo que evalúan diferentes 

conformaciones y orientaciones del ligando en el sitio de interés de la proteína 

para encontrar la interacción más probable (Meng et al., 2011). Mientras que la 

DM simula el movimiento y la dinámica de las moléculas, los estudios de docking 

se enfocan en el análisis de la interacción específica entre una molécula y una 

macromolécula objetivo, utilizando modelos ampliamente parametrizados y 

aplicando rigidez a las moléculas para reducir la dificultad de cómputo, en 

comparación con las simulaciones de DM. La implementación principal que 

tienen estos algoritmos es en estudios de screening virtual de bibliotecas de 

compuestos o en la predicción de configuraciones de unión de ligandos para los 

casos en los que no se dispone de estructuras experimentales para el complejo. 

El docking molecular es una combinación de dos procesos: uno en el cual 

se realiza la exploración del espacio conformacional (que incluye todas las 

configuraciones posibles del complejo ligando-receptor) mediante la 

implementación de algoritmos de muestreo (función de búsqueda); y otro con el 

cual se evalúa la afinidad de unión de cada complejo (pose o modo de unión) y 

se asigna un puntaje (score) a cada pose, para poder seleccionar las más 

probables entre las predichas (mayor puntaje). A pesar de ser algoritmos 

diferentes, pueden estar significativamente correlacionados debido a que las 

funciones de puntaje a menudo guían el método de muestreo (Crampon et al., 

2022). Los métodos de muestreo pueden ser sistemáticos o estocásticos. En los 

sistemáticos, el muestreo se realiza en intervalos predefinidos y de manera 

determinística. En los estocásticos, en cambio, la exploración del espacio 

conformacional es aleatoria, y el algoritmo realiza alteraciones en ciertas 

variables del sistema hasta cumplir con una condición establecida por el usuario. 

También se pueden clasificar como métodos globales, que buscan 

configuraciones con el mínimo global de energía dentro del espacio de muestreo 

definido; y métodos locales, que se centran en encontrar mínimos energéticos 

cercanos a la conformación inicial (Huang & Zou, 2010). 
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La función de puntaje, también conocida como función de energía o 

función de afinidad, es una medida cuantitativa que evalúa la calidad de la 

interacción entre el ligando y el receptor en una determinada conformación. Esta 

función calcula un puntaje que refleja la energía o el grado de 

complementariedad entre las superficies de interacción del ligando y el receptor. 

El objetivo de la función de puntaje es discriminar entre las conformaciones del 

ligando y seleccionar aquellas que tienen una mayor probabilidad de representar 

la conformación de unión correcta. Las funciones de puntaje pueden basarse en 

términos de energía, solvatación, fuerzas estéricas, puentes de hidrógeno, 

fuerzas electrostáticas, entre otros (Jain, 2006). 

1.4.3.4. Método HADDOCK 

Existen múltiples programas y procedimientos para realizar un estudio de 

docking, así como servidores y servicios para ejecutarlos de forma on-line. Para 

el docking de pequeñas moléculas con proteínas, uno de los programas más 

empleados es el AutoDock Vina desarrollado por el Center for Computational 

Structural Biology (California, USA) (Eberhardt et al., 2021). Para interacción 

péptido-péptido, proteína-péptido o proteína-proteína, en cambio, es muy 

utilizado un método de docking especializado para complejos macromoleculares 

(Saponaro et al., 2020), llamado HADDOCK (del inglés, High Ambiguity Driven 

protein-protein DOCKing) desarrollado por el Computational Structural Biology 

(Utrech, Países Bajos) (Dominguez et al., 2003), que está disponible a través de 

un portal web. 

La aplicación especial de HADDOCK para interacciones proteína-proteína 

se relaciona con los fundamentos del método. El docking proteína-péptido o 

proteína-proteína suele ser más desafiante que el de pequeñas moléculas 

debido a la mayor flexibilidad y número de grados de libertad involucrados. 

HADDOCK ha demostrado su alto rendimiento y confiabilidad para abordar estos 

desafíos (Vangone et al., 2016). Este algoritmo emplea información experimental 

como restricciones a interacciones ambiguas al momento de realizar el 

muestreo. El procedimiento incluye una etapa de orientación inicial aleatoria de 

los complejos de proteínas en el sitio de unión (seleccionado por el usuario), 

seguido de una minimización energética, donde las moléculas se tratan como 
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cuerpos rígidos (etapa it0), lo que resulta en la generación de 1000 estructuras 

complejas, para luego proseguir con una simulación semi-flexible de los 200 

mejores modelos realizando un Recocido Simulado (Simulated Annealing) en el 

espacio de torsión (etapa it1). Este último algoritmo, que es ampliamente 

utilizado en modelado molecular, consiste en elevar la temperatura 

progresivamente para descontracturar las estructuras, para luego volver a enfriar 

el sistema y dejarlo reacomodar. Finalmente, se realiza un refinamiento de los 

modelos teniendo en cuenta la presencia de agua como solvente explícito (etapa 

water). En esta etapa se permite a las cadenas laterales de los aminoácidos 

moverse libremente. Las configuraciones finales se puntúan según una 

combinación lineal de términos energéticos y empíricos cuyos pesos dependen 

de la etapa del protocolo de HADDOCK (Ecuación 8 a,b,c). El cálculo combina 

interacciones electrostáticas (Eelec) y de Van der Waals (Evdw) del campo de 

fuerzas OPLS, con una estimación de la superficie accesible del solvente (BSA 

por buried surface area), así como términos empíricos relacionados con la 

desolvatación (Edsolv) y las restricciones impuestas (EAIRs). 

a. ✂✆☎✝ ✎✄✡☎✄ � ☎�☎✁ ✝✍✟✁ ✂ ☎�✁ ✝✄✁✄✄ ✂ ✁�☎ ✝✟✄✎✡✁✍�0.01 BSA + 0.01 EAIR (Ecuación 8a) 

b. ✂✆✁✝ ✎✄✡☎✄ � ✁�☎ ✝✍✟✁ ✂ ✁�☎ ✝✄✁✄✄ ✂ ✁�☎ ✝✟✄✎✡✁✍�0.01 BSA + 0.1 EAIR (Ecuación 8b) 

c. water: score = 1.0 EvdW + 1.0 Eelec + 1.0 Edesolv + 0.01 EAIR (Ecuación 8c) 

El HADDOCK es un ejemplo de algoritmo de docking molecular que se 

puede clasificar como semi-rígido (o semi-flexible). En este tipo de protocolos, 

que se diferencian de los de docking rígido, se permite el movimiento o 

flexibilidad de ciertas regiones, normalmente del receptor, como ocurre en 

simulaciones de DM (Andrusier et al., 2009). Si bien esto afecta el costo 

computacional del estudio, mejora la predicción, especialmente para 

macromoléculas. Las pequeñas moléculas suelen tener estructuras más rígidas, 

pero las macromoléculas como proteínas y péptidos tienen muchos grados de 

libertad para el movimiento de, por ejemplo, las cadenas laterales de los aa. El 

programa HADDOCK permite asignar flexibilidad a residuos específicos 

indicados por el usuario al momento de configurar la predicción. Para el caso en 

el que el ligando es un péptido, se puede establecer flexibilidad tanto en residuos 

específicos del receptor como en los del ligando, lo que permite mejorar el 

modelo. 
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1.4.3.5. Combinación de DM y docking 

La DM y el docking son dos enfoques complementarios en la investigación 

y el diseño de fármacos. En este proceso, es muy común el uso de la DM para 

corroborar y perfeccionar predicciones realizadas mediante cálculos de docking 

(Sakano et al., 2016). El docking es específico para predecir configuraciones de 

unión de un ligando, pero se centra en las interacciones moleculares en un 

momento específico y en estructuras rígidas o semirígidas, mientras que la DM 

simula el movimiento y la evolución del sistema a lo largo del tiempo. Al combinar 

ambas técnicas, se pueden examinar los cambios conformacionales de la 

predicción de unión realizada mediante el docking, su estabilidad y la dinámica 

de las interacciones, y obtener información adicional sobre la energía libre de 

unión. Además, se pueden ajustar los modelos predichos. Cavalli et al. (2004), 

por ejemplo, demostraron que una serie de simulaciones all-atom de sólo 2,5 ns 

utilizando el campo de fuerza AMBER, fueron capaces de discriminar entre 

complejos estables y no estables obtenidos por docking molecular, luego de 

compararlos con las respectivas estructuras experimentales. Estos autores 

estudiaron el caso de la unión del inhibidor no competitivo de la enzima hAChE 

en el PAS. Resultados similares fueron obtenidos por Park et al. (2004) al 

estudiar los complejos formados por las enzimas CKD2 y CKD4 con inhibidores 

enzimáticos. En este caso, la DM fue efectiva para determinar la mayor 

estabilidad de los complejos formados por la CKD4 con los inhibidores en 

comparación con los formados por la CKD2, debida a una menor accesibilidad 

del solvente en esta última. Este trabajo es ejemplo del gran potencial de las 

simulaciones de DM para estudiar comportamientos dinámicos en comparación 

con estudios de docking, ya que la accesibilidad del solvente en las estas 

variantes de las enzimas CKD depende de la diferente flexibilidad de una región 

de loop. 

Finalmente, además de mejorar el estudio de la estabilidad de un 

complejo, la DM aplicada a resultados de docking permite mejorar la estimación 

de la energía de unión para el complejo-receptor ligando. Las funciones de 

puntación de los programas de docking ofrecen muchas veces una estimación 

de esta energía, pero se trata cálculos limitados debido, principalmente, a la 
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escasa exploración del espacio conformacional y a las aproximaciones relativas 

al solvente. Liu et al. (2022) compararon las predicciones realizadas por métodos 

basados en docking y DM con valores experimentales para una variedad de 

complejos. Si bien encontraron buenas correlaciones para las predicciones 

basadas en docking en complejos de inhibidores de las enzimas CDK8, c-Met, 

Eg5 y TNKS2, con valores de R de Pearson entre 0.394 y 0.852, el muestreo 

adicional proporcionado por la simulación de dinámica molecular (MD) condujo 

a una mejora significativa en la estimación. 
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�  ✯☞✁☛✡✁✄ ✏✞✄✁✆ ✂✄✏✂✟☎✌✁✌☎✆ ✌☎ ✟✝✞☎✄✒✆ ✂✁✄✁ ✍✏✕✂✡☎✆✞✏✆ ✠✄☎✝✞☎ ✁ ☛✁

☎✝✠☎✄✕☎✌✁✌ ✌☎ ✪☛✰✲☎✟✕☎✄ ✢ ✏✞✄✁✆ ✂✁✞✏☛✏✙✗✁✆ ✝☎✡✄✏✌☎✙☎✝☎✄✁✞✟☞✁✆✬ 
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3.1.2.  Síntesis en fase sólida (SPPS) por química Fmoc 

Todos los péptidos estudiados se sintetizaron químicamente como 

amidas en el C-terminal mediante Fmoc-SPPS usando una resina Rink SS 1% 

divinilbenceno (DVB) (Adanced Chemtech, USA), con una capacidad de 0,7 

mmol/g. Su estructura se muestra en Figura 23. Las reacciones se realizaron 

empleando como reactores jeringas de polipropileno, con disco filtrante de 

poliamida (CSPS Pharmaceuticals Inc, USA). 

 

Figura 23: Estructura química de la resina utilizada para la síntesis en fase sólida de los 

péptidos. 

Se realizó también la síntesis ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟40, para la cual se empleó una 

resina H-Rink amide ChemMatrix (Sigma-Aldrich, Merck, USA) con una 

capacidad de 0,64 mmol/g, cuya estructura se muestra en Figura 24. Las resinas 

ChemMatrix están basadas en monómeros de polietilenglicol (PEG) unidos 

exclusivamente con enlaces éter primarios y con un elevado entrecruzamiento 

mediante linkers, que se emplean para obtener una pureza bruta mejorada en la 

síntesis de péptidos largos, complejos o hidrofóbicos en comparación con las 

resinas de poliestireno (Marani et al., 2017). 

 

Figura 24: Estructura química de la resina ChemMatrix utilizada para la SPPS del péptido �✂40. 
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Los Fmoc-✁-aminoácidos fueron adquiridos de Calbiochem-

Novabiochem, Corp (California, USA) y Fluka (USA). Se emplearon los 

siguientes derivados: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-

Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gln(Trt)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-

OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH 

y Fmoc-4-fluoro-L-Phe. Todos los aminoácidos utilizados fueron del tipo L-

aminoácidos. 

Como solvente se utilizó N,N-dimetilformamida (DMF), solvente aprótico 

con alta capacidad solvatante, previamente purificada por destilación 

fraccionada a presión reducida y conservada sobre tamices moleculares. Este 

solvente no debe contener agua o aminas, ya que el agua produce la hidrólisis 

de la DMF y la presencia de mínimas cantidades de aminas libres en el solvente 

puede afectar la síntesis. La ausencia de aminas se evaluó mediante la reacción 

de Sanger (*). 

Al comienzo de cada jornada de síntesis se solvató la resina con DMF. 

Las desprotecciones del grupo Fmoc ✌☎☛ ✁-amino se realizaron con piperidina al 

20% en DMF, conservada sobre tamices moleculares. Los acoplamientos se 

realizaron con TBTU en presencia de HOBt y DIEA, en DMF. Estos reactivos 

permiten activar la función ácido carboxílico de cada aminoácido a acoplar para 

lograr la formación del enlace peptídico. Las cantidades de aminoácido 

empleado y de activadores se calcularon en función de los miligramos de resina 

utilizada y considerando un exceso del 100% para favorecer el acoplamiento. La 

solución para el acoplamiento fue preparada previo a la reacción de 

acoplamiento. Durante esta etapa, la resina se mantuvo homogéneamente 

suspendida en la mezcla de reacción mediante agitación suave durante 40 - 60 

min, repitiéndose el acoplamiento en caso de ser necesario. A fin de eliminar el 

 
(*) Reacción de Sanger: Para este ensayo, se agregaron 3,5 µl de 2,4-dinitrofluorbenceno 
(DNFB) a 5 ml de etanol absoluto. Se mezclaron 1 ml de este reactivo con igual volumen 
de DMF a testear y se incubó en oscuridad por 30 min a temperatura ambiente. 
Paralelamente se incubó un blanco del reactivo. La presencia de aminas se detecta por 
el desarrollo de un color amarillo en la solución debido a la formación de la 2,4-
dinitrofenilamina. 
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exceso de reactivos y subproductos de reacción, luego de cada etapa, se 

realizaron lavados con DMF. 

El éxito de las reacciones de acoplamiento y desprotección en cada ciclo 

de síntesis fueron evaluadas cualitativamente mediante reacción de ninhidirina 

(test de Kaiser), que permite detectar con alta sensibilidad la presencia de grupos 

aminos libres. Se repitieron los acoplamientos cuando con esta reacción se 

obtuvo un resultado positivo (color azul) por formación del azul de Ruhemann 

(Pires et al., 2014; Friedman et al., 2004). Para esta prueba, luego de los lavados 

en las etapas mencionadas, se toma una pequeña porción de la resina y se lava 

con gotas de metanol. Luego, se agrega una gota de cada uno de los siguientes 

reactivos: Reactivo A (ninhidrina al 5 % en etanol absoluto), Reactivo B (8:2 de 

fenol en etanol absoluto), y Reactivo C (piridina). El tubo de reacción se calienta 

a 110 °C durante 5 min. Además, se realiza un blanco sin resina. La reacción 

positiva coincide con la aparición de color azul indicativo de aminas libres. 

Finalizada la síntesis, se quitó el Fmoc ✌☎☛ ✁-amino del último aminoácido 

incorporado, se lavó la resina con DCM y se secó en desecador al vacío. La 

separación de la resina y la eliminación de los protectores se realizó con ácido 

trifluoracético (TFA) en presencia de scavengers, que atrapan las especies 

intermediarias catiónicas que se forman durante la eliminación de los grupos 

protectores de las cadenas laterales. La mezcla utilizada se seleccionó en 

función de los aminoácidos. Para todos los casos, se trató de una mezcla 95:5:5 

(v/v) de TFA/H2O/TIS (Triisopropilsilano). 

El tiempo óptimo de clivaje se determinó siguiendo la reacción mediante 

RP- HPLC. Los péptidos clivados se separaron de la mezcla de reacción por 

precipitación en frio con éter etílico y posterior centrifugación. Luego de 

sucesivos lavados con éter, el producto se resuspendió en agua Milli-Q, 

congelado y liofilizado. 

 

 



Materiales y métodos 
 

 

102 Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas | Lic. Iván Sanchis 
 

3.1.3.  Cromatografía Líquida de Alta Performance en fase 

reversa (RP-HPLC)  

Los péptidos se purificaron por RP-HPLC utilizando un equipo Waters 

1525 (USA) y una columna semipreparativa ZORBAX 300SB C8 Agilent (USA), 

de 5 µm, 9,4 x 250 mm. Se empleó un sistema de solventes constituido por, 

Solventes A: agua Milli-Q con 0,1 % de TFA y Solvente B: ACN con 0,08 % de 

TFA. La detección se realizó mediante un detector Waters 2489 (USA) a 220 nm. 

Se utilizó un gradiente de elusión del 5 al 80 % de ACN en agua por 38 minutos. 

El flujo utilizado fue de 3 ml/min. Los purificados se evaporaron para eliminar el 

solvente, luego disolverlos en agua Milli-Q y liofilizados. Las masas de los 

péptidos sintetizados se analizaron por MALDI-MS en un MALDI-TOF-TOF Abi 

Sciex 4800 (Instituto Pasteur, Montevideo, Uruguay). 

3.2. Actividad inhibitoria de las colinesterasas 

3.2.1.  Inhibición de AChE/BChE a punto final 

Para la determinación de la capacidad inhibitoria de la AChE se utilizó un 

micrométodo basado en el ensayo de Ellman (Ellman et al., 1961). La actividad 

enzimática se determinó mediante el incremento de color producido por la 

tiocolina, procedente de la hidrólisis de la ACh, cuando ésta reacciona con el 

DTNB para formar el anión TNB2-, de color amarillo. 

Este ensayo se realizó con dos variantes de la AChE: la isoforma del 

organismo Electrophorus electricus EeAChE y la hAChE recombinante (rhAChE) 

y uno de la BChE: hBChE recombinante (rhBChE). 

Para la determinación de la porción inhibitoria de Hp-1935 se utilizó la 

EeAChE, que es la variante más empleada en las etapas iniciales del desarrollo, 

mientras que la secuencia corta utilizada como base para las sustituciones y sus 

derivados se evaluaron frente a las tres enzimas. Si bien los blancos moleculares 

específicas son las isoformas humanas, resulta de interés el conocimiento de la 

actividad frente a EeAChE por ser esta variante usualmente más resistente frente 

a inhibidores, habiéndose reportado una actividad inhibitoria 10 veces más altas 
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frente a hAChE respecto a EeAChE para algunos inhibidores (Sepsova et al., 

2013). 

La EeAChE utilizada se adquirió comercialmente (EeAChE tipo VI-S de 

Sigma-Aldrich, Merck, USA) y se ensayó a una concentración de 0,25 U/mL. Las 

variantes humanas se expresaron de manera recombinante en colaboración con 

el Dr. Xavier Brazzolotto y el Dr. José Dias del Research Institute Biomédicale 

Des Armées (IRBA, Brétigny-sur-Orge, Francia). 

La rhAChE se produjo y purificó según lo descripto por Rosenberry et al., 

2017. Brevemente, la expresión se realizó utilizando células de ovario de 

hámster chino (CHO). La enzima secretada se recuperó del medio de cultivo y 

se purificó mediante cromatografía líquida de afinidad (HisTrap, monoQ, Cytiva, 

Francia) seguida de filtración en gel (Superdex 200, Cytiva, Francia). A 

continuación, la enzima recombinante se concentró, se congeló 

instantáneamente en nitrógeno líquido y se almacenó a -80°C. La rhBChE se 

produjo y purificó como descripto en Meden et al., 2019. Brevemente, la enzima 

se secretó de las células CHO y se purificó del medio de cultivo siguiendo un 

protocolo de dos pasos usando cromatografía de afinidad específica de BChE 

(Hupresin®, Chemforase, Francia) seguida de filtración en gel (Superdex 200, 

Cytiva, Francia). Las concentraciones utilizadas en los ensayos de punto final de 

las enzimas humanas fueron 100 pm para la rhAChE y 1 nm para la rhBChE. 

Como sustrato se empleó yoduro de acetiltiocolina (ATCI, Sigma-Aldrich, 

Merck, USA) ✢ ☎☛ ✄☎✁✍✞✟☞✏ ✌☎ ✍✏☛✏✄ ✠✡☎ ❂★❂✁-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB, 

Sigma-Aldrich, Merck, USA). 

Todos los reactivos y las muestras estudiadas se disolvieron al momento 

de ser utilizados en buffer fosfato 0.1 M (pH = 7.5). Las concentraciones finales 

fueron 0,24 mM para la ATCI en la reacción con la EeAChE y 0,4 mM en la 

reacción con las variantes humanas. La concentración final del DTNB fue 0,33 

mM. Las reacciones se llevaron a cabo en microplacas de 96 pocillos y cada 

reacción tuvo un volumen final de 100 µL. 
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✑✁✄✁ ✄☎✁☛✟✰✁✄ ☛✁✆ ✄☎✁✍✍✟✏✝☎✆★ ✟✝✟✍✟✁☛✕☎✝✞☎ ✆☎ ✟✝✍✡✎✁✄✏✝ ✂❂ ✂� ✌☎

✆✏☛✡✍✟✏✝☎✆ ✌☎ ✍✏✝✍☎✝✞✄✁✍✟✏✝☎✆ ✍✄☎✍✟☎✝✞☎✆ ✌☎ ☛✏✆ ✂✒✂✞✟✌✏✆ ✁ ☎✝✆✁✢✁✄ ✍✏✝ ✂❂ ✂�

de solución de la enzima correspondiente, durante 15 min en oscuridad 

(temperatura ambiente). Para las lecturas correspondientes a la actividad basal 

✌☎ ☛✁ ☎✝✰✟✕✁ ✆☎ ✁✌✟✍✟✏✝✤ ✂❂ ✂� ✌☎ ✎✡✠✠☎✄✬ Luego, se adicionaron ✂❂ ✂� ✌☎ ☛✁✆

soluciones de ATCI y DTNB. Las reacciones se incubaron durante 5 min y se 

midió luego la absorbancia del punto final de la reacción a 405 nm en un lector 

de microplacas ThermoFisher FC Multiskan. 

Los ensayos se realizaron por triplicado y frente a un blanco de enzima y 

de muestra. Como control positivo se utilizó rivastigmina. 

El porcentaje de inhibición se determinó mediante el siguiente cálculo 

(Ecuación 9): 

✄✞ ✌ �✁✁ ☎
✒☛✆✝✟

✒✠✆✝✟
✡ �✁✁ (Ecuación 9) 

siendo: %I: porcentaje de inhibición; D: lectura con el inhibidor; C: lectura basal 

de la enzima; B lectura blanco. 

Los valores del porcentaje de actividad residual de la enzima 

(equivalentes a 100 - %I) se utilizaron para calcular los valores de IC50 de cada 

péptido mediante el ajuste de una curva descripta por un modelo logístico de 

cuatro parámetros, generada con un script de R (v. 4.0.4). 

3.2.2.  Determinación de tipo de inhibición y cálculo de Ki - 

Ensayo cinético 

La molécula de mayor interés según los valores de IC50 estimados, se 

evaluó frente las enzimas EeAChE y hAChE mediante un ensayo cinético para 

la construcción de las curvas de MM y la determinación de su mecanismo 

inhibitorio y la estimación de su Ki. 

Los ensayos cinéticos se realizaron con un procedimiento similar al 

empleado para la evaluación de punto final. En este caso, la medición 
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espectrofotométrica comenzó al momento de adicionar el sustrato a distintas 

concentraciones en el medio de reacción y se leyó cada 2 s durante 3,3 min en 

el ensayo de la EeAChE cada 3 s durante 5 min en el ensayo de la rhAChE, 

respectivamente.  

Para obtener los parámetros cinéticos Vmax y KM y determinar el tipo de 

inhibición del péptido se estudiaron las velocidades iniciales de reacción (V0) 

obtenidas para cada concentración de sustrato a las distintas concentraciones 

de péptido inhibidor. Estos valores se usaron para ajustar una curva de MM a 

partir de la cual se determinaron los parámetros cinéticos utilizando un script de 

R v. 4.0.4. 

Las variaciones de Vmax y KM de la enzima en presencia y ausencia del 

inhibidor, para estimar el tipo de inhibición, se compararon con una prueba de 

varianza (ANOVA) para un factor y se consideró estadísticamente significativa 

un valor p < 0,05. Una vez determinado el tipo de inhibición, se ajustaron las 

variables a las ecuaciones correspondientes al modelo de MM, para obtener el 

valor de la constante de inhibición Ki. 

3.2.3.  Estudio de la reversibilidad de la reacción 

La reversibilidad de la inhibición del péptido más activo se evaluó 

realizando un ensayo de salto de dilución (del inglés jump-dilution) basado en las 

pautas de Strelow et al. (2012). Este protocolo evalúa la recuperación de la 

actividad enzimática luego de realizar una dilución del complejo enzima-

inhibidor. Se emplearon los mismos reactivos y concentraciones finales para 

AChE, DTNB, ATCI y soluciones tampón de los ensayos de punto final y 

cinéticos. 

Para este ensayo, se realizaron tres reacciones con diferentes 

concentraciones de inhibidor. En todos los casos, el inhibidor se preincubó con 

EeAChE durante 15 min a temperatura ambiente y se midió la absorbancia cada 

2 s durante 5 min después de la adición del sustrato. Dos reacciones de control 

se realizaron con concentraciones finales de inhibidor de 10 x Ki y 0,3 x Ki, 

respectivamente. En la tercera reacción, se preincubó la AChE con el péptido a 
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10 x Ki y la reacción se diluyó 33 veces con solución de ATCI y DTNB para 

obtener el péptido a una concentración final de 0,3 x Ki. La recuperación de la 

actividad enzimática después de la dilución se evaluó comparando la formación 

de TNB2- en función del tiempo de reacción de los tres experimentos. Para la 

concentración de producto formada se utilizó un valor de coeficiente de extinción 

molar de TNB�✁ de 14 050 M-1cm-1 (Eyer et al., 2003). 

3.3. Bioactividad frente a otros blancos moleculares 

3.3.1.  Evaluación de la actividad antioxidante ✂ Ensayo del 

DPPH 

La actividad antioxidante se estudió mediante el método de la captura del 

radical libre DPPH, acorde a los ensayos descriptos por Memarpoor-Yazdi et al. 

(2013) con modificaciones menores. Para ello, se preparó una solución 0,15 mM 

de DPPH (Sigma-Aldrich, Merck, USA) en metanol (Cicarelli) y se mezclaron 50 

✂☛ ✌☎ ✍✏✝✍☎✝✞✄✁✍✟✏✝☎✆ ✍✄☎✍✟☎✝✞☎✆ ✌☎ ☛✏✆ ✂✒✂✞✟✌✏✆ ✍✏✝ ☎✆✞✁ ✆✏☛✡✍✟✤✝, en 

microplacas de 96 pocillos. Luego, se llevaron las mezclas a un volumen de 150 

✂☛ ✍✏✝ ✕☎✞✁✝✏☛ ✢ ✆☎ ✟✝✍✡✎✤ ☎✝ ✏✆✍✡✄✟✌✁✌ ✂✏✄ ☎✄ ✕✟✝✬ 

El basal de actividad se determinó utilizando 100 ✂☛ ✌☎ ✕☎✞✁✝✏☛ ✫✡✝✞✏ ✁ ❂✄

✂☛ ✌☎☛ ✄✁✌✟✍✁☛ ✔✑✑✞✬ ✣✏✕✏ ✍✏✝✞✄✏☛ ✂✏✆✟✞✟☞✏ ✌☎ ✁✍✞✟☞✟✌✁✌ antioxidante se utilizó 

ácido ascórbico, el cual es un agente antioxidante ampliamente reportado (Njus 

et al., 2020). 

Transcurrido el tiempo de incubación, se midió la absorbancia de las 

reacciones a 517 nm mediante un lector de microplacas Thermo Multiskan FC 

(Thermo Scientific). 

Se determinaron el porcentaje de captura del radical libre DPPH (%RSA) 

con la Ecuación 10 y la EC50 (concentración efectiva del compuesto que reduce 

la concentración inicial del DPPH al 50 %) por ajuste de una curva logística de 4 

parámetros de los valores de 100-%RSA. 

✄✄☎✆ ✌ �✁✁ ☎ ✒
☛✝
☛✞ ✟ ✡ �✁✁  (Ecuación 10) 
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siendo y Am y Ac los valores de absorbancia de la muestra y del control basal, 

respectivamente. 

3.3.2.  Actividad quelante de hierro (II)  

La actividad quelante del ion Fe2+ se determinó mediante el método 

descripto por He et al. (2012) con pequeñas modificaciones. 

✑✁✄✁ ☎☛☛✏★ ❂✄ ✂☛ ✌☎ soluciones acuosas a concentración creciente de los 

péptidos se incubaron ✍✏✝ ❂ ✂☛ ✌☎ ✡✝✁ ✆✏☛✡✍✟✤✝ acuosa de sulfato ferroso 2 mM, 

✆☎✙✡✟✌✏ ✌☎☛ ✁✙✄☎✙✁✌✏ ✌☎ ✜✽❂ ✂☛ ✌☎ ✁✙✡✁ �✟☛☛✟-✖✬ ✑✏✆✞☎✄✟✏✄✕☎✝✞☎ ✆☎ ✁✙✄☎✙✤ ✜✄ ✂☛

de una solución comercial de ferrozina 5 mM, y se incubó a temperatura 

ambiente durante 10 min. 

La absorbancia se midió a 562 nm y el porcentaje de la actividad quelante 

del hierro (II) se calculó en base a la Ecuación 11: 

✄ ✆�✁✂✄✂☎✆☎ ✝✞✟✠✆✡✁✟ ✌ �✁✁ ☎ ✒
☛✝
☛✞ ✟ ✡ �✁✁  (Ecuación 11) 

siendo Am y Ac, las absorbancias de la muestra y del control respectivamente. 

El ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) se utilizó como control positivo. 

3.3.3.  Inhibición de la agregación in vitro ☛☞✌ ✍✎✍✏✑☛✒ ✓✔  

�✁ ✁✍✞✟☞✟✌✁✌ ✟✝✲✟✎✟✌✏✄✁ ✌☎ ☛✁ ✁✙✄☎✙✁✍✟✤✝ ✌☎ ✪✟ ✟✝✌✡✍✟✌✁ ✂✏✄ ✪✣✲✯ ✌☎☛

derivado más activo se probó in vitro según lo descrito por Chen et al. (2014). El 

☎✝✆✁✢✏ ✆☎ ✄☎✁☛✟✰✤ ✡✞✟☛✟✰✁✝✌✏ ☛✁ ✟✆✏✠✏✄✕✁ ✌☎ ✪✟ ✕✚✆ ✁✎✡✝✌✁✝✞☎ ☎✝ ☎☛ ✍☎✄☎✎✄✏

(✪✟40), que se sintetizó según lo descripto anteriormente. 

Para la preparación del péptido se preparó una solución de 20 mg/ml en 

hexafluoroisopropanol (HFIP). El disolvente se evaporó con una corriente de 

nitrógeno y se secó a alto vacío durante 2 horas. Luego, se preparó una solución 

✕✁✌✄☎ ✌☎ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ ✂ ✕� que se almacenó a -20°C, disolviendo el residuo en 

dimetilsulfóxido (DMSO). 
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Para realizar la reacción de agregación, se preparó una solución ✜✄✄ ✂�

✌☎ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟ y ❂ ✂� de esta solución se incubaron con una solución de EeAChE 

✜ ✦✛✕� ✤✥✄ ✂�✦ ☎✝ ✡✝ ✄☎✍✟✂✟☎✝✞☎ ✠✟✝✁☛ ✌☎ ✜✄✄ ✂☛ en presencia y ausencia de una 

✆✏☛✡✍✟✤✝ ✌☎☛ ✌☎✄✟☞✁✌✏ ✌☎ ✟✝✞☎✄✒✆ ✤✍✏✝✍☎✝✞✄✁✍✟✤✝ ✠✟✝✁☛ ✜✄ ✂�✦, durante 3, 5 y 8 

horas a 25 °C. La solución tampón empleada fue NaH2PO4 25 mM con NaCl 100 

mM (pH = 8,0). Las sales agregadas al medio se utilizaron para favorecer la 

agregación del amiloide y optimizar los tiempos del ensayo. 

A cada tiempo ensayado, se añadió una solución de tioflavina T (Sigma-

✪☛✌✄✟✍✲★ ✍✏✝✍☎✝✞✄✁✍✟✤✝ ✠✟✝✁☛ ✂★❂ ✂�✦ ✢ ✆☎ ✍✏✝✞✄✏☛✤ ☛✁ ✠☛✡✏✄☎✆✍☎✝✍✟✁ ✁ ✥❂✄ ✝✕ ✤�☎✱✍✦

✢ ✥✽✂ ✝✕ ✤�☎✕✦ ✍✏✝ ✄☎✝✌✟✫✁✆ ✌☎ ☎✱✍✟✞✁✍✟✤✝ ✢ ☎✕✟✆✟✤✝ ✌☎ ✂ ✝✕ ✌☎ ✁✝✍✲✏ ✌☎ ✎✁✝✌✁

con un Espectrofotómetro de fluorescencia Perkin Elmer LS55. El espectro de 

emisión de fluorescencia se registró entre 450 y 600 nm con excitación a 446 

✝✕✬ ✩☎ ☎☛✟✕✟✝✤ ☛✁ ✠☛✡✏✄☎✆✍☎✝✍✟✁ ✌☎ ✠✏✝✌✏ ✌☎ ✞✟✏✠☛✁☞✟✝✁ ✳ ✂★❂ ✂� ✢ ✪✣✲✯✬ El 

porcentaje de inhibición de la agregación se calculó con la Ecuación 12. 100 - 

(IFi - IFo /100) 

✄ ✁✡✂✂✄✂�✂☎✡ ✌ �✁✁ ☎ ✒
☛✆✝

☛✆✞
✟✡ �✁✁ (Ecuación 12) 

donde IFi e IF0 son las intensidades de fluorescencia obtenidas para el péptido 

✪✟ ✢ ☛✁ ✆✏☛✡✍✟✤✝ ✌☎ EeAChE en presencia y ausencia de inhibidor, 

respectivamente. Se utilizó yoduro de propidio (concentración final ✭✥★❂ ✂�) 

como control positivo. La muestra se ensayó por triplicado. 

3.3.4.  Microscopía electrónica de barrido (SEM)  

Dado que una limitación del ensayo de ThT es su susceptibilidad para 

detectar ciertas protofibrillas u oligómeros (Sanchis et al., 2023), se comprobó la 

✍✁✂✁✍✟✌✁✌ ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏ ✪✟40 sintetizado de formar efectivamente fibrillas amiloides 

mediante un análisis de microscopía SEM. 

Para este estudio, se dispersaron porciones representativas de la muestra 

✤✪✟ 5✄ ✂� ✌✟✆✡☎☛✞✏ ☎✝ ✁✙✡✁ ✂✡✄✁✦★ ☎✝ ✁✙✡✁ ✌☎✆✟✏✝✟✰✁✌✁ ✍✏✝ ✁✙✟✞✁✍✟✤✝ ✕✁✝✡✁☛ ✢

se depositó una gota de la solución preparada sobre vidrio. Posteriormente, se 

recubrió con oro mediante pulverización catódica utilizando un sistema de 
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deposición combinado de metal/carbono, SPI SUPPLIES, SPI Module, SPI 

12157-AX, operado bajo una atmósfera de argón. La muestra se examinó 

utilizando un microscopio electrónico de barrido Zeiss CrossBeam 350. Las 

observaciones se realizaron en el modo de imágenes de electrones secundarios 

con un voltaje de aceleración de 2 kV. 

3.4. Propiedades toxicológicas 

3.4.1.  Ensayo de lisis de eritrocitos (hemólisis)  

Para estimar la toxicidad de los péptidos se estudió su actividad de lisis 

sobre GRh, que consiste en una medición colorimétrica de la liberación de 

hemoglobina por parte de los GRh cuando son expuestos a un agente. Se 

utilizaron protocolos descriptos en la literatura y optimizados por el grupo de 

trabajo (Siano et al., 2011; Siano et al., 2010). 

Los GRh se obtuvieron mediante centrifugación de un pool de sangre 

fresca [Grupo 0, Rh (+)] y se lavaron tres veces con solución fisiológica 

comercial. Para el ensayo, 100 µL de diluciones seriadas de cada péptido en 

solución fisiológica comercial se agregaron sobre tubos Eppendorf conteniendo 

100µL de una solución 0,4% (v/v) de GRh suspendidos en solución fisiológica 

comercial. Los tubos se incubaron por 1 h a 37ºC y luego se centrifugaron a 1000 

RPM durante 5 min. Posteriormente, se tomaron 100 µl del sobrenadante y se 

transfirieron a microplacas de 96 pocillos y se midió la absorbancia a 405 nm. 

Para definir el 0 y 100% de hemólisis se agregaron 100 µl de solución fisiológica 

y de una solución 1% de Triton-X 100, respectivamente.  

Los péptidos se evaluaron a 6 concentraciones finales (400, 200, 100, 50, 

25 y 12,5 µM) por triplicado. El porcentaje de actividad hemolítica se calculó con 

la Ecuación 13, donde AbsM, AbsSf y AbsT representan la absorbancia de la 

muestra, la absorbancia al 0 % de hemólisis con solución fisiológica comercial, y 

la absorbancia al 100 % de hemólisis, respectivamente. 

✄ �✟✁☎✠✂✂✂✂ ✌ �✁✁ ☎ ✒
☛✄☎✆✆ ☛✄☎✝✞

☛✄☎✟✆ ☛✄☎✝✞
✟ ✡ �✁✁  (Ecuación 13) 
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3.4.2.  Biotoxicidad frente a Artemia salina 

Para mejorar la evaluación sobre el perfil tóxico de los mejores inhibidores 

se estimó su actividad tóxica in vivo sobre larvas de A. salina, aplicando métodos 

implementados anteriormente con ligeras modificaciones (Rajabi et al., 2015; 

Michael et al., 1956; dos Santos et al., 2017). 

Para realizar el estudio, se preparó agua de mar siguiendo formulaciones 

y condiciones de la ordenanza marítima descriptas anteriormente (Prefectura 

Naval Argentina, 1998). Se colocaron en probetas graduadas con aireación 100 

mL de agua de mar previamente oxigenada hasta lograr una saturación de 

oxígeno del 90 %. Luego, se agregaron 100 mg de quistes de A. salina y se 

incubaron en presencia de luz visible (750 lm), a 25 °C durante 48 h. Luego, se 

detuvo la aireación y se recogieron los nauplios eclosionados, que 

permanecieron en la sección central del cilindro graduado. 

Después de agregar 360 µL de soluciones de péptidos 100, 50, 25 y 12,5 

µM, se agregaron 6 nauplios en pocillos de una microplaca de 96 pocillos. La 

incubación se realizó a 25 °C en ausencia de luz durante 24 h. Los nauplios 

muertos se contaron bajo un microscopio estereoscópico y el porcentaje de 

mortalidad en cada concentración se calculó como (Ms/N) x 100 donde Ms es el 

número de individuos muertos en la muestra analizada y N es el número total de 

individuos expuestos. La DL50 (dosis que produce el 50 % de mortalidad) se 

calculó con el paquete de R BioRssay (Karunarathne et al., 2022). Los ensayos 

se realizaron por triplicado, con dos controles positivos (larvas en metanol 99,9 

% y larvas en solución acuosa de K2Cr2O7 408 µM) para 100 % de mortalidad y 

un control negativo (solución salina). 

3.5. Estudios computacionales 

Sobre el péptido Hp-1935, la secuencia base y los mejores candidatos, se 

realizaron estudios computacionales para estudiar las interacciones enzima-

péptido responsables de la actividad inhibitoria. 
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3.5.1.  Modelado estructural de los péptidos 

Para predecir la estructura tridimensional de los péptidos sintetizados, 

inicialmente se utilizó la herramienta PEP-FOLD3.5 del servidor RPBS Web 

Portal (Lamiable et al., 2016; Thévenet et al., 2012) para obtener un modelo de 

novo. Se consideró como mejor modelo al de mejor puntaje (valor más negativo) 

según la función de puntuación del algoritmo PEP-FOLD (sOPEP score). 

Al mejor modelo predicho por el programa se lo sometió a una simulación 

de dinámica molecular de 400 ns en solvente (agua pura) explícito, para obtener 

una mejor estimación de la configuración de la molécula en solución. Para esta 

simulación se empleó el mismo protocolo utilizado para la DM de los complejos 

enzima-péptido. La estructura final, que se empleó para los estudios de docking, 

se seleccionó aplicando un algoritmo de clustering. La metodología de estas 

etapas finales del modelado se describe en los apartados siguientes. 

3.5.2.  Docking molecular semiflexible 

La interacción péptido-AChE se modeló tanto con la isoforma humana de 

la enzima como con una isoforma de organismo acuático eléctrico, ya que las 

pruebas in vitro se realizaron también sobre ambas variantes. 

Con respecto a la variante de organismo eléctrico, se empleó una 

estructura correspondiente a la forma monomérica de la AChE de Tetronarce 

californica (TcAChE), registrada en el Protein Data Bank bajo el código de 

acceso 1FSS (Harel et al., 1995). Si bien los ensayos experimentales se 

realizaron con la EeAChE, la estrategia más común consiste en utilizar para el 

docking la TcAChE, para la cual se dispone de estructuras de mayor resolución 

y presenta una alta homología con la EeAChE, particularmente en los residuos 

de los sitios activos, en donde difieren solamente en un residuo (Tyr330 en lugar 

de Phe330). Además, en este caso, se utilizó una estructura en la cual el ligando 

fuese de naturaleza peptídica, siendo las únicas disponibles en el Protein Data 

Bank los complejos AChE-fasciculinas, para los cuales no hay estructuras con la 

EeAChE (Hebda et al., 2016). 
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Para modelar la interacción con las isoformas humanas se descargaron 

del Protein Data Bank las estructuras de código de acceso 4EY7 (Cheung et al., 

2012) y 2PM8 (Ngamelue et al., 2007) para hAChE y hBChE, respectivamente. 

A las estructuras se le incorporaron los residuos faltantes mediante modelado 

por homología con el programa MODELLER (Martí-Renom et al., 2000). Todas 

las estructuras se prepararon luego con el programa UCSF Chimera, que se 

utilizó para remover los ligandos y moléculas de agua, adicionar los hidrógenos 

polares y minimizar las estructuras. 

El programa HADDOCK2.4 se utilizó para ejecutar los cálculos de docking 

semiflexible con los parámetros por defecto del programa para el modelado de 

interacciones proteína-proteína (Dominguez et al., 2003; van Zundert et al., 

2016). Los átomos se parametrizaron con el campo de fuerza OPLS. Todos los 

residuos de ligandos y los residuos activos de AChE y BChE (CAS, PAS y SA) 

se seleccionaron como residuos activos (flexibles). Los cálculos se realizaron en 

el Portal de software de interacciones biomoleculares de Utrecht (Universidad de 

Utrecht, Países Bajos). Las estructuras mejor puntuadas según la función de 

puntuación HADDOCK se promovieron a simulaciones MD. 

3.5.3.  Simulaciones de dinámica molecular 

Las configuraciones de mejor puntaje en el análisis de docking 

semiflexible, se sometieron a simulaciones de DM en solvente explícito para 

comprobar la factibilidad de la predicción, comprender mejor el comportamiento 

dinámico de la interacción, optimizar los modelos y calcular luego el espectro de 

interacción por residuo mediante descomposición de la energía libre teórica, para 

evaluar la contribución de cada residuo del péptido al efecto inhibitorio, utilizando 

el método MM/GBSA implementado en Amber 18.0 (Song et al., 2019). Para 

estos análisis se emplearon módulos del paquete de programas Amber 18.0 y 

AmberTools19 (Case et al., 2003; Salomon-Ferrer et al., 2013). 

Inicialmente, se parametrizó y solvató el sistema con el módulo LEaP. 

Para ello, se incorporaron los hidrógenos faltantes asignando el estado de 

protonación estándar a pH fisiológico a todos los residuos ionizables. La 

estructura resultante se incorporó a una caja de solvatación cúbica de agua pura 
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TIP3P, cuya distancia desde cualquier átomo proteico fue por lo menos 12 Å. 

Para la parametrización se utilizó el campo de fuerza ff14SB (Tian et al., 2020; 

Maier et al., 2015). 

Previo a la corrida de producción de 100 ns, se optimizó la geometría de 

los sistemas con dos minimizaciones energéticas para ajustar la orientación del 

solvente, eliminar los choques locales y las imprecisiones estereoquímicas: en 

la primera, se ajustó la posición y orientación de las moléculas de solvente 

mediante la restricción de la estructura proteica, empleando un referencia 

estructural; en la segunda, no se aplicó ninguna restricción para minimizar la 

posición de todos los átomos del sistema. Luego, se termalizó con un protocolo 

a volumen constante, donde la temperatura se elevó lentamente de 100 a 298 K 

y, finalmente, se realizó un equilibrado de 1 ns a presión y temperatura 

constantes (1 bar, 298 K) para alcanzar la correcta densidad. En todas las 

simulaciones MD, el control de temperatura y presión se logró utilizando el 

termostato Langevin y el barostato Berendsen, respectivamente. Se realizaron 

análisis de estabilidad de otras magnitudes luego de cada paso de preparación, 

como energía total y energía cinética, temperatura y densidad del sistema. 

Los sistemas se simularon utilizando CPC y empleando la suma de Ewald 

(separación en la malla de 0.2 nm) para tratar interacciones electrostáticas de 

largo alcance con un límite de 9 Å para interacciones directas. El algoritmo 

SHAKE se usó para mantener los enlaces que involucran átomos de H en su 

longitud de equilibrio, lo que permitió el empleo de un paso de tiempo de 2 fs 

para la integración de las ecuaciones de Newton (Elber et al., 2012). Las corridas 

de producción de 100 ns (400 ns para el modelado estructural de los péptidos) 

se realizaron con la implementación PMEMD de SANDER en Amber 18 (Götz et 

al., 2012). 

Finalmente, el módulo CPPTRAJ (Roe & Cheatham, 2013) se utilizó para 

calcular la RMSD, magnitud que se utilizó para verificar la estabilidad de la 

enzima a lo largo de cada simulación, utilizando como referencia la estructura 

cristalina correspondiente. Las trayectorias de los últimos 20 ns de simulación se 

sometieron a un proceso de clustering aplicando el algoritmo k-means (k = 10). 
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Luego se obtuvo una captura representativa extrayendo la estructura con la 

menor distancia acumulada de cualquier otro punto del cluster más poblado. 

3.5.4.  Cálculos MM/GBSA 

Utilizando las trayectorias de la DM se realizó un ✍✚☛✍✡☛✏ ✌☎ �✵ ☛✟✎✄☎ ✌☎

unión teórico para el complejo enzima-péptido con el método MM/GBSA, junto 

con un análisis de descomposición de la energía por residuo para proporcionar 

información sobre las energías de interacción de cada residuo de los complejos 

predichos (Tsui y Case, 2000; Ratselli et al., 2010; Zoete et al., 2010). 

Los cálculos se ejecutaron utilizando el script MMPBSA.py del paquete 

Amber 18.0, tomando 100 trayectorias de los últimos 20 ns de simulación. 

3.5.5.  Predicción de propiedades fisicoquímicas 

El estudio in silico de los péptidos se complementó analizándolos con 

herramientas bioinformáticas para el cálculo de propiedades fisicoquímicas de 

interés. 

La herramienta ProtParam del ExPASy Bioinformatics Resource Portal 

(Swiss Institute of Bioinformatics, Lausana, Suiza, disponible en 

https://web.expasy.org/protparam/) se empleó para computar el Índice GRAVY 

(del inglés, Grand Average of Hydropathy). Este indicador brinda información 

sobre la hidrofobicidad de la secuencia, confiriéndole a cada residuo un valor de 

hidrofobicidad basado en la escala de Eisenberg y calculando los valores de 

hidrofobicidad como la suma de todos los valores de los aminoácidos dividida 

por el número de residuos en la secuencia. El valor de GRAVY de una secuencia 

es proporcional a su hidrofobicidad (Chang & Yang, 2013). 

Se recurrió también al programa PepCalc.com - Peptide property 

calculator (Lear & Cobb, 2016) de Innovagen (Lund, Suecia, disponible en: 

https://pepcalc.com/), para el cálculo de la masa molecular y carga neta a pH = 

7,0. Finalmente, se realizó una evaluación de la estabilidad de los péptidos 

estimando su vida media en un ambiente intestinal proteolítico mediante el 
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método HLP (en inglés, Half Life Prediction) para péptidos del Institute of 

Microbial Technology (Chandigarh, India, disponible en: 

http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/) (Sharma et al., 2014) y mediante la 

clasificación como Estable o Inestable según el Índice de inestabilidad estimado 

por el programa ProtParam utilizado para estimar el GRAVY. 
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Figura 26: Inhibición de EeAChE de Hp-1935 y sus análogos. Datos expresados como media ± 

DE (n = 3). 

Los ensayos confirmaron la moderada actividad inhibitoria de la secuencia 

Hp-1935. Ésta inhibió el 73,9 � ✌☎ ☛✁ ✁✍✞✟☞✟✌✁✌ ☎✝✰✟✕✚✞✟✍✁ ✎✁✆✁☛ ✁ ✂✄✄ ✂� ✢ ✆☎

estimó un IC50 ✌☎ ✽✣★✽ ✂� ✤✁ ✜✢★✽✦ mediante ajuste de una curva logística con 

los valores de porcentaje de inhibición calculados. En la Tabla 4 se muestra la 

comparación de la actividad de Hp-1935 frente a EeAChE con la de otras 

secuencias con residuos naturales (excluyendo toxinas) reportadas en la 

literatura. 

Tabla 4. Actividad inhibitoria de EeAChE de péptidos naturales 

Péptido* Secuencia Fuente IC50 
(µM) 

Inhibición 
máx. 

Snakin-Z1 CARLNCVPKGTSGNTETCPCYASLHSCRKYG  
Fruto 

jujuba 
174.7 

80% (452 

µM) 

Hp-19712 TKPTLLGLPLGAGPAAGPGKR-NH2 
Piel de 

anfibio 
- 

20% (400 

µM) 

Hp-19353 KLSPSLGPVSKGKLLAGQR-NH2 
Piel de 

anfibio 
89.8 

84% (400 

µM) 

Se excluyen toxinas y secuencias más cortas derivadas de secuencias naturales 
1 Daneshmand et al, 2013; 2 Siano et al, 2017; 3 Sanchis et al, 2020 

La actividad inhibitoria de EeAChE de otros péptidos naturales fue 

discutida por Prasasty et al. (2018). El péptido catiónico Snakin-Z, reportado por 

Daneshmand et al. ✤✂✄✜☎✦★ ☛✏✙✄✤ ✡✝✁ ✟✝✲✟✎✟✍✟✤✝ ✌☎☛ ✽✄ � ✁ ✥❂✂ ✂� ✍✏✝ ✡✝✁ ✝✣50 

✌☎ ✜✭❂ ✂�✬ ✑✏✄ ✏✞✄✏ ☛✁✌✏★ ✝✡☎✆✞✄✏ ✙✄✡✂✏ ✌☎ ✞✄✁✎✁✫✏ ✄☎✂✏✄✞✤ ☛✁ ✁✍✞✟☞✟✌✁✌ ✌☎☛ ✂✒✂✞✟✌✏

Hp-1971, (que fue aislado junto con Hp-1935) y de sus análogos (Siano et al., 

2017). El análogo de Hp-1971 más potente fue la secuencia 5-21, que inhibió el 

❂✄� ✌☎ ☛✁ ✁✍✞✟☞✟✌✁✌ ✌☎ ✪✣✲✯ ✁ ✥✄✄ ✂�✬ ✶✡ et al. (2018) reportaron un péptido 

✌☎✄✟☞✁✌✏ ✌☎ ✁☛✎✄✕✟✝✁ ✤✁�✑✵✛✦★ ✜✡☎ ✁☛✍✁✝✰✤ ☎☛ ✢✜� ✌☎ ✟✝✲✟✎✟✍✟✤✝ ✁ ✽✣ ✂�✬ �✁

actividad de este péptido es similar a la de Hp-1935, pero no es una secuencia 

natural ya que se deriva de una secuencia más larga. 

Los péptidos naturales más potentes contra la EeAChE son algunas 

toxinas como las fasciculinas, cuyo valor como fármacos es bajo debido a su 

gran tamaño y toxicidad. Otros péptidos reportados con alta actividad inhibitoria 
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no son compuestos naturales y se han desarrollado principalmente mediante la 

introducción de modificaciones en secuencias naturales mediante diseño 

racional (Prasasty et al., 2018). Este enfoque es posible solo si se descubren 

nuevas secuencias con una actividad inhibitoria significativa, como es el caso de 

Hp-1935. 

4.1.2.2. Caracterización cinética 

Además del ensayo de punto final, se evaluó el mecanismo inhibitorio del 

péptido Hp-1935 mediante un ensayo cinético. El objetivo de este estudio fue 

determinar si el sitio de acción era el sitio activo o un sitio diferente. Este análisis 

fue complementado con un modelado computacional de la interacción de esta 

molécula con la AChE. 

En la Figura 27 se muestran la velocidad inicial (V0) de las reacciones 

realizadas en presencia de diferentes concentraciones de péptido, en función de 

la concentración de sustrato. Con estos valores se ajustó una curva de regresión 

descripta por el modelo de Michaelis-Menten. 

 

Figura 27: Estudio de la variación de la velocidad inicial de reacción (V0) de la enzima EeAChE 

a distintas concentraciones de sustrato ([S]) y distintas concentraciones (0-200 µM) de péptido 

Hp-1935. Datos expresados como media ± SD (n = 3). 



Resultados y Discusiones 
 

 

121 Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas | Lic. Iván Sanchis 
 

El comportamiento de la V0 frente a la concentración de sustrato se 

corresponde con el de una inhibición de tipo no competitiva. Esto sugiere que el 

péptido logra su acción inhibidora interactuando en un sitio diferente al sitio 

activo, formado por la tríada catalítica de AChE. Como un inhibidor no 

competitivo puro modifica el parámetro Vmax de una enzima y no altera su KM, se 

evaluó si los valores obtenidos para estos parámetros variaban 

significativamente cuando se realizaba la reacción enzimática con las diferentes 

concentraciones de inhibidor. Se muestran los resultados de este análisis en la 

Tabla 5. Como se puede observar aquí, solo el valor de la Vmax mostró una 

variación significativa, lo que confirma el análisis cualitativo del comportamiento 

de las curvas de Michaelis-Menten. 

Tabla 5. Variación de KM y Vmax de la reacción de EeAChE con ATCI 

en presencia del péptido Hp-1935 

[Hp-1935] (µM) Parámetro* 
Valor 

estimado* 
DE** Valor p 

0 
- 0,2009 0,0085 - 

- 0,0384 0,0065 - 

200 
Vmax app 0,0622 0,0052 0,0029 

KM app 0,0540 0,016 0,1831 

100 
Vmax app 0,0945 0,0064 0,0001 

KM app 0,0575 0,0125 0,1241 

50 
Vmax app 0,1476 0,0114 0,0000 

KM app 0,0534 0,0149 0,1913 

*Vmax: min-1; KM: mM    

�� ☎ ✁ ✂     

Una vez determinado el modelo cinético, se utilizaron las ecuaciones 

correspondientes para obtener el valor Ki del péptido Hp-1935 con la EeAChE. 

La Ki calculada ☎✱✂☎✄✟✕☎✝✞✁☛✕☎✝✞☎ ✠✡☎ ✌☎ ✽❂★✂ ✂� (± 6,5). Este valor ubica al 

Hp-1935 entre los péptidos naturales más activos contra la AChE que se han 

reportado. 

4.1.2.3. Modelado de la interacción Hp-1935-AChE 

El estudio cinético sugiere que el péptido actúa sobre un sitio enzimático 

diferente del sitio activo. Para los inhibidores no competitivos de las 
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colinesterasas, este sitio suele ser el PAS. Para corroborar y complementar estos 

hallazgos sobre el sitio de unión, se implementó un protocolo de análisis 

computacional que incluyó el modelado molecular del péptido, el docking 

semiflexible con la enzima seguido de simulaciones de DM sobre el complejo 

predicho, para evaluar la factibilidad de las estimaciones del docking. 

Las predicciones de los estudios de modelado del complejo enzima-

péptido estuvieron en concordancia con lo determinado en el ensayo cinético. 

Todas las configuraciones del sistema predichas por los cálculos de docking 

colocaron al Hp-1935 en el sitio PAS en la superficie de la enzima, región de 

interacción predilecto de los inhibidores no competitivos de las colinesterasas. 

La pose de mejor puntaje se promovió a la simulación de DM. La fluctuación del 

RMSD del complejo a lo largo del tiempo de simulación se utilizó como métrica 

de la estabilidad del sistema y para evaluar la factibilidad de la conformación 

predicha. El gráfico RMSD vs. tiempo de simulación del complejo Hp-1935-

TcAChE se muestra en la Figura 4 del Material Anexo. 

En la siguiente imagen (Figura 28), se muestra una captura representativa 

extraída de los últimos 10 de los 100 ns de simulación aplicando un algoritmo de 

clustering sobre las conformaciones predichas. 
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Figura 28: Modo de unión previsto para el péptido Hp-1935 con la TcAChE. El ligando se muestra 

en naranja. Los principales átomos que interactúan del receptor se representan con color rojo. 

Los residuos del PAS se indican con una etiqueta blanca. 

Los análisis computacionales confirmaron la capacidad de Hp-1935 para 

establecer contactos con los principales residuos del PAS, lo que permite 

explicar la actividad inhibitoria de este compuesto. Para el residuo Trp279 

(numeración de T. californica), residuo clave de este sitio, se predijo una 

interacción dependiente de contactos alquilo-aromático con la porción alquílica 

de la cadena lateral de un residuo de Lys situado en la región central de Hp-

1935. La cadena lateral larga de esta lisina se extiende hacia los núcleos 

aromáticos del PAS, donde está rodeada por los residuos Tyr70, Tyr121, Trp279, 

Tyr334 mientras que su amonio cuaternario estableces contactos catión-Pi con 

los grupos aromáticos. Este tipo de interacciones son cruciales en el proceso de 

entrada de compuestos cuaternarios al sitio enzimático de AChE (Branduardi et 

al., 2005). 

Espectro de la energía libre de interacción por residuo 

La energía de interacción entre Hp-1935 y AChE se calculó in silico y se 

desagregó por residuo utilizando el enfoque MM/GBSA, para evaluar los 

patrones de unión de la pose predicha. Los resultados de este análisis se 

corresponden con la predicción de la pose de unión ya que confirman que los 

residuos de PAS son esenciales para la formación del complejo Hp-1935-AChE 

y enfatizan el papel del residuo crítico del PAS Trp279 (Figura 29). Trp279 tiene 

la energía de interacción más baja con el ligando entre todos los residuos de 

AChE. Otros residuos importantes (con energía de interacción inferior a 1 

kcal/mol) son Tyr70, Val71, Asp72, Phe84, Tyr334, Leu358, Pro361. Los 

residuos de la triada catalítica (Ser200, Glu 327 e His440), donde actúan los 

inhibidores competitivos, no mostraron atracción con el péptido, así como los 

residuos del subsitio aniónico (Trp84, Tyr130, Phe330 y Phe331) donde actúan 

algunos inhibidores no-competitivos, como la tacrina y la huperzina A (Harel 

1993; Raves et al., 1997). 
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ensayo in vitro de inhibición frente a EeAChE. A partir de estos resultados, se 

seleccionó y empleó la molécula LL como secuencia de base para el diseño y 

síntesis de análogos de sustitución. Los resultados se exponen y discuten en los 

siguientes apartados. 

4.3. Diseño y síntesis de análogos de sustitución de la 

porción activa 

4.3.1.  Estrategia de diseño 

La evaluación de la actividad inhibitoria de los derivados de Hp-1935, 

tanto en los estudios in vitro como in silico, indica que la región denominada LL 

es la principal responsable de la actividad inhibitoria. Por lo tanto, esta secuencia 

se tomó como base molecular para el diseño y síntesis de análogos de 

sustitución para aumentar la actividad inhibitoria. Habiendo determinado que la 

región de interacción es el sitio PAS, rico en residuos aromáticos, las 

modificaciones apuntaron a la sustitución de residuos alifáticos por aromáticos, 

para incluir en la secuencia grupos químicos muy presentes en inhibidores de 

las colinesterasas y aprovechar los contactos de tipo aromático-aromático, 

típicamente más fuertes que los alifático-aromático. 

Para definir los residuos a modificar se utilizó un diseño guiado por 

computadora. La secuencia LL se modeló de forma computacional y se estudió 

su interacción a nivel atomístico frente a la AChE, con el mismo protocolo 

utilizado para el péptido Hp-1935 de combinación de docking y dinámica 

molecular. A partir de las configuraciones predichas para el complejo enzima-

péptido y del diagrama energético de interacción por residuo se seleccionaron 

los residuos blancos para la sustitución. 

4.3.2.  Mecanismo inhibitorio de LL 

Estudio cinético 

Además del estudio computacional, se realizó también un ensayo cinético 

para corroborar el mecanismo inhibitorio de este derivado en particular. En 
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Tabla 6. Variación de KM y Vmax de la reacción de EeAChE con ATCI 

en presencia del péptido LL 

[I] (µM) Parámetro* 
Valor 

estimado* 
DE** Valor p 

0 
- 0,4552 0,0112 - 

- 0,0709 0,0055 - 

400 
Vmax app 0,2417 0,0118 0,0000 

KM app 0,0953 0,0129 0,1567 

200 
Vmax app 0,3221 0,0108 0,0002 

KM app 0,0873 0,0052 0,2185 

100 
Vmax app 0,3038 0,0223 0,0005 

KM app 0,0458 0,0126 0,3620 

50 
Vmax app 0,3609 0,0145 0,0009 

KM app 0,0547 0,0080 0,3748 

 * Vmax app: min-1; KM app: mM    

�� ☎ ✁ ✂     

Estudios computacionales 

El hallazgo sobre el mecanismo inhibitorio concuerda con los resultados 

de los estudios de docking. La configuración de mejor puntaje ubicó al péptido 

en el PAS, es decir en un sitio distinto del sitio activo. Los 5 residuos que 

componen este sitio están involucrados en la interacción. 

La simulación de DM confirma la factibilidad del resultado del docking, ya 

que la conformación se mantuvo estable durante los 100 ns de simulación. La 

evolución del RSMD de la estructura en función del tiempo de simulación se 

muestra en Figura 6 - Material Anexo mientras que, en la Figura 32, se observa 

una representación 2D de las principales interacciones del péptido, extraída de 

los últimos 10 ns de simulación. Finalmente, en la Figura 33, se grafican las 

energías de interacción por residuo del ligando. 
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Figura 32: Mapa bidimensional de la interacción del LL con el sitio PAS de la AChE. 

 

Figura 33: Descomposición por residuo del ligando de la energía de interacción LL-AChE, 

calculada mediante el método MM/GBSA. 

Los contactos principales del péptido con los residuos clave del sitio PAS 

son hidrofóbicos, en particular de tipo alquil-aromático. El residuo con menor 

energía de interacción (mayor atracción) de la secuencia fue una prolina en 
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posición 3. Este residuo había mostrado la menor energía también en la 

predicción de la interacción de Hp-1935 con la enzima (Pro8, Figura 29). 

Dados estos resultados, se decidió diseñar análogos de sustitución 

reemplazando la Pro3 por residuos aromáticos para potenciar la interacción, 

buscando establecer contactos de tipo aromático-aromático, normalmente de 

mayor intensidad respecto a los alquil-aromático y a través de los cuales actúan 

muchos de los inhibidores del sitio PAS ya reportados (Silva et al., 2020; Chen 

et al., 2018; Harel 1993; Raves et al., 1997; Bolognesi et al., 2015). 

Síntesis 

Con base en los hallazgos del estudio cinético y del modelado 

computacional del complejo LL-AChE, se diseñaron y sintetizaron mediante 

Fmoc-SPPS ocho nuevos péptidos introduciendo Tyr, Trp, Phe y 4-Fluoro-Phe 

con una o dos substituciones. Se incluyó un residuo de 4-Fluoro-Phe para 

evaluar el efecto de la introducción de un grupo aromático con sustituyentes 

electronegativos, una de las estrategias estudiadas para incrementar la energía 

de interacción en contactos entre grupos aromáticos. 

En tres de los derivados, se introdujeron dos aromáticos: el primero en 

lugar de la prolina y el segundo en posición 7, a una distancia suficiente para 

evitar una interacción de ✂-stacking intramolecular. Se sintetizó también un 

derivado con una modificación sólo en la posición 7 para evaluar el aporte de 

esta posición específicamente. 

Las secuencias de los péptidos sintetizados, junto con algunas 

propiedades de interés, se muestran en Tabla 7. Los perfiles de las corridas 

cromatográficas se muestran en Figura 2 del Material Anexo. 
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Tabla 7. Secuencias y propiedades de LL y sus derivados  

Péptido Inserción Secuencia MM 
(Da)* 

Rendimiento 
(%) GRAVY 

LL - LGPVSKGKLL-NH2 1010.97 75 0,46 

Y3 Tyr LGYVSKGKLL-NH2 1077.09 70 0,49 

F3 Phe LGFVSKGKLL-NH2 1059.68 67 0,90 

W3 Trp LGWVSKGKLL-NH2 1100.12 70 0,53 

W7 Trp LGPVSKWKLL-NH2 1138.63 73 0,41 

Y3Y7 Tyr, Tyr LGYVSKYKLL-NH2 1182.95 70 0,40 

Y3W7 Tyr, Trp LGYVSKWKLL-NH2 1205.06 70 0,44 

W3W7 Trp, Trp LGWVSKWKLL-NH2 1229.43 73 0,48 

F3(4-F) 4-F Phe LG(4-Fluoro)FVSKWKLL-NH2 1079.18 65 - 

Todos los péptidos están amidados en su C-terminal. Carga (pH = 7.0) = +3.  Pureza > 90%. 
* Determinado por Maldi-Tof. GRAVY: calculado con ProtParam como la suma de los 
valores de hidropatía de todos los aminoácidos, dividido por el número de residuos en la 
secuencia. 
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4.4. Actividad inhibitoria de AChE y BChE de los 

análogos de sustitución 

4.4.1.  Actividad frente a EeAChE 

4.4.1.1. Estimación de la IC50 

Se llevó a cabo un ensayo inhibitorio in vitro de punto final para comparar 

la actividad contra la AChE de LL y los derivados sintetizados. Este estudio se 

realizó inicialmente utilizando la enzima del organismo eléctrico EeAChE, la más 

empleada en las etapas preliminares del desarrollo de inhibidores de las 

colinesterasas. Los resultados se muestran en la Fig. 34 y los valores de IC50 en 

la Tabla 8.  

  

Tabla 8. Actividad inhibitoria de EeAChE del péptido LL y sus análogos 

Péptido EeAChE IC50 (µM) 

LL 317.90 ± 28.78 

Y3 - 

F3 - 

W3 10.42 ± 1.02 

W7 299.5 ± 37.69 

Y3Y7 320.80 ± 17.69 

Y3W7 85.91 ± 4.13  

W3W7 56.63 ± 3.06  

F3 (4-F) - 

Los datos expresan el promedio ± DE (n = 3). 

Los valores de IC50 se calcularon para los péptidos que alcanzaron al menos el 50% de 
inhibición a las concentraciones ensayadas. 
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Figura 35: Porcentaje de actividad de AChE frente a concentración de péptido W3 (escala 

logarítmica). Las barras expresan la media ± DE (n = 3). 

El valor estimado convierte al análogo W3 en uno de los péptidos más 

potentes contra la EeAChE reportados. Excluyendo las fasciculinas y otras 

toxinas, no existen reportes de péptidos naturales o naturales modificados con 

mayor actividad frente a la EeAChE, la cual presenta, en general, mayor 

resistencia a la actividad de inhibidores enzimáticos en comparación con la 

isoforma humana (hAChE), que es más susceptible (Sepsova et al., 2013). 

Entre los otros análogos, Y3W7 y W3W7 alcanzaron una actividad 

inhibitoria mayor a la del péptido base, LL. En general, la inserción de triptófano 

aumentó la actividad, mientras que las inserciones de Tyr o Phe provocaron una 

disminución. El análogo W3W7 (que contiene dos residuos de Trp) tuvo la 

segunda actividad más alta con una IC50 de 56,63 ± 3,06 ✂M (Tabla 8). 

4.4.2.  Mecanismo de interacción y cinética del mejor 

análogo 

4.4.2.1. Cinética y reversibilidad de reacción 

Dada la elevada actividad inhibitoria encontrada para el derivado W3, se 

extendió el estudio de este compuesto mediante ensayos cinéticos y de 
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reversibilidad de la inhibición. El ensayo cinético se realizó de modo similar al 

implementado para el péptido base, ajustando la concentración de péptido en 

función del valor de IC50 calculado. Para evaluar la reversibilidad, por otra parte, 

se realizó un ensayo de salto de dilución. 

Tal como se esperaba por los estudios realizados sobre la secuencia base 

LL, se encontró que la inhibición de W3 es reversible y no competitiva. Las curvas 

de MM del ensayo cinético (Figura 36) tienen la forma típica de un inhibidor de 

este tipo. El valor de W3 Ki fue de 18,71 ✂M (± 0,85), superior a su IC50. 

 

Figura 36: Velocidad inicial (V0) de la reacción de EeAChE frente a la concentración de sustrato 

([S]) en ausencia (0 ✂M) y presencia (6,25 - 50 ✂M) del péptido W3. Datos expresados como 

media ± DE (n = 3). 

La reversibilidad se ensayó realizando dos reacciones con el péptido a 0,3 

× Ki y 10 × Ki y una tercera reacción en la que primero se incubó AChE con W3 

a 10 × Ki y la reacción comenzó después de una dilución de salto de 33 veces 

con sustrato (péptido a 0,3 × Ki). La actividad enzimática se recuperó después 

de la dilución con solución de sustrato, como se puede observar al comparar la 

curva de la reacción con W3 a 0,3 × Ki con la reacción realizada posterior a la 

dilución (Figura 37). 
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Figura 37: Recuperación de la actividad enzimática después del salto de dilución. Formación del 

producto (TNB2-) durante la reacción de AChE con el péptido W3 preincubado a 0,3 × K i y 10 × 

Ki y con W3 preincubado a 10 × Ki y diluido 33 veces (0,3 × Ki -> 10 × Ki). La concentración de 

TNB2- se calculó utilizando un coeficiente de absorción molar de 14 050 M-1cm-1. 

Estudios computacionales 

El análisis del mecanismo de inhibición de W3 se complementó con la 

realización de un estudio computacional de su interacción con AChE utilizando 

el mismo procedimiento aplicado a LL, que incluyó el modelado molecular del 

péptido, docking molecular, simulaciones de MD y cálculos de MM/GBSA. En la 

Figura 7 - Material Anexo se representa la evolución del RMSD del complejo 

durante la simulación. Se puede observar que se alcanza el equilibrio estructural 

en las fases finales de la DM. 

Los resultados muestran que la interacción de W3 con AChE se produce 

en la misma región que para la secuencia original (PAS) lo que, también en este 

caso, concuerda con los resultados del ensayo cinético. Además, el triptófano 

introducido permaneció cerca de tres residuos críticos de este sitio durante todo 

el tiempo de simulación. La Figura 38 A muestra un primer plano de este residuo 

dentro del complejo W3 - AChE en una captura representativa extraída de los 

últimos 10 de 100 ns de simulación y la Figura 38 B muestra la energía de 

interacción de cada residuo del péptido con AChE, a partir de los cálculos de 

MM/GBSA. 
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Figura 38: A Vista de primer plano de las interacciones aromáticas entre la cadena lateral de 

indol introducida del péptido W3 (azul) y los residuos críticos de la región PAS de AChE (gris). 

Procesado con el programa DS Visualizer (BIOVIA). B Energías de interacción ligando-residuo 

de la descomposición de energía MM-GBSA para el péptido W3, según residuo del ligando. 

Como se puede observar en estas figuras, la cadena lateral indol del 

triptófano de W3 se intercala entre los residuos del PAS Tyr121, Trp279 y Tyr334 

a través de interacciones de stacking aromática-aromática y este residuo tiene 

además la energía de interacción más baja de la secuencia. Su ✁G (-6,52 ± 0,11 
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kcal/mol) fue muy inferior al estimado para la prolina de LL (-3,80 ± 0,03 kcal/mol) 

en la simulación de esta secuencia con AChE (Figura 32), lo que justifica la 

notable diferencia en la actividad de estas dos secuencias frente a la AChE. 

Además, estos resultados sugieren que fue exitosa la estrategia implementada 

para intensificar las interacciones hidrofóbicas del residuo en la posición 3 de la 

secuencia base reemplazando las interacciones alifático-aromáticas de la 

cadena lateral de prolina por interacciones aromática-aromática. 

La estrategia de diseño racional fue exitosa y al mismo tiempo diferente 

respecto a enfoques empleados por otros autores. Yaneva et al. (2017) 

obtuvieron un péptido modificado con un IC50 ✌☎ ☎✥★✥✢ ✂� ✁☛ ✠✡✆✟✏✝✁✄

galantamina (un típico inhibidor de AChE) con un tetrapéptido. Otro enfoque 

consiste en obtener péptidos a partir de proteínas o péptidos más grandes 

mediante estrategias de diseño aleatorio o racional. Yu et al. (2018) utilizaron un 

enfoque aleatorio evaluando la actividad de péptidos obtenidos por hidrólisis de 

albúmina. Su secuencia más activa alcanzó un 61% de inhibición de EeAChE a 

✥✄✄ ✂�✬ Nuestro grupo de trabajo, por otra parte, empleó la estrategia racional 

para diseñar secuencias más cortas a partir de los péptidos Hp-1971 de B. 

pulchella. Los análogos de Hp-1971 se diseñaron mediante un análisis 

computacional del complejo Hp-1971-AChE (Siano et al. 2017). En la Tabla 9 se 

reporta la comparación entre varios inhibidores peptídicos de EeAChE naturales 

modificados y las estrategias utilizadas para obtenerlos. Se muestran los valores 

IC50 disponibles. 

Tabla 9. Actividad inhibitoria de EeAChE de péptidos naturales modificados 

Péptido Secuencia Fuente / Diseño IC50 
(µM) 

Actividad frente a 
EeAChE Referencia 

LL LGPVSKGKLL-NH2 
Desplazamiento 

de secuencia - 80% (400 µM) - 

W3 LGWVSKGKLL-NH2 
Substitución 
aromática 10.42 83.95 % (400 µM) - 

KLPGF KLPGF Hidrolizado de 
albúmina - 61% (89 µM) Yu et al. 2018  

I5 Boc-VNLAG-OGal Fusión de 
galantamina 34.46  - Yaneva et al. 

2017 

7-21 GLPLGAGPAAGPG
KR-NH2 

Computacional   33% (400 µM)  Siano et al. 2017 
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4.4.3.  Actividad frente a las isoformas humanas 

recombinantes de AChE y BChE 

4.4.3.1. Estimación de la IC50 

Aunque la EeAChE es muy útil en las etapas iniciales de descubrimiento y 

desarrollo de los inhibidores de las colinesterasas, debido a su bajo costo y alta 

estabilidad, es más importante probar potenciales candidatos frente a las 

variantes humanas. Por esta razón, se realizó un ensayo inhibitorio in vitro 

basado en la reacción de Ellman utilizando, esta vez, la isoforma humana de la 

AChE, obtenida mediante la tecnología de expresión recombinante en células de 

mamíferos (rhAChE). Además, se evaluó el potencial de estos compuestos como 

inhibidores duales de AChE y BChE, de gran interés farmacológico, al realizar el 

ensayo también utilizando la BChE humana recombinante rhBChE. 

Los péptidos se ensayaron a seis concentraciones en todos los casos y, 

para los mejores inhibidores, se debió extender el rango de análisis a diez 

concentraciones. A partir de los porcentajes de inhibición de la actividad 

enzimática se ajustaron curvas de dosis respuesta utilizando el modelo logístico 

de cuatro parámetros, con las cuales se estimaron los valores de IC50. Dichos 

valores se reportan en la Tabla 10, mientras que las curvas de dosis-respuesta 

para hAChE y hBChE se muestran en Figura 39 A y 39 B, respectivamente. 

Tabla 10. Actividad inhibitoria de las isoformas humanas de las colinesterasas del 
péptido LL y sus análogos 

Péptido rhAChE IC50 (µM) rhBChE IC50 (µM) 

LL 97,89 ± 7,13 192,20 ± 22,03 

Y3 267,30 ± 10,21 23,27 ± 1,08 

F3 208,20 ± 14,50 49,89 ± 3,52 

W3 0,99 ± 0,02 15,44 ± 0,91 

W7 25,77 ± 0,77 255,60 ± 17,50 

Y3Y7 50,67 ± 2,09 19,11 ± 0,72 

Y3W7 2,66 ± 0,05 16,16 ± 1,04 

W3W7 1,70 ± 0,05 9,40 ± 0,48 

F3 (4-F) 137,90 ± 7,81 47,18 ± 1,44 

Rivastigmina 23,30 ± 0,44 0,08 ± 0,04 

Los datos expresan el promedio ± DE (n = 3) 
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Figura 39: A Porcentaje de inhibición de la actividad de hAChE y B hBChE por LL y derivados 
frente a la concentración de péptido (escala logarítmica). Los puntos expresan la media ± DE (n 
= 3). 

Al igual que con EeAChE, el péptido más activo frente a rhAChE fue W3, 

pero en este caso su actividad fue diez veces mayor con una IC50 de 0,99 ± 0,02 

µM. Era esperable una mayor actividad contra rhAChE respecto a EeAChE, ya 

que la variante humana normalmente es más sensible a los inhibidores que la 

variante de E. electricus (Sepsova et al., 2013). 

No hay reportes en la bibliografía de un inhibidor peptídico más potente 

frente a hAChE. Hasta la fecha, el más activo era el octapéptido OP5 obtenido 

mediante diseño de novo reportado por Mondal et al. (2018) (IC50, 7,34 µM). 
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Además, el péptido W3 también mostró una actividad inhibitoria significativa 

contra la rhBChE (IC50, 15,44 ± 0,91 µM). 

Los resultados de inhibición de los otros derivados revelaron que el 

péptido W3W7 con dos sustituciones de Trp inhibió la hAChE y la hBChE con 

valores de IC50 de 1,70 ± 0,05 µM y 9,40 ± 0,48 µM, respectivamente. Este 

péptido fue el más potente contra hBChE. No hay reportes de un inhibidor 

péptídico de hBChE con actividad más elevada que la de W3W7. 

Para los restantes análogos, los valores de IC50 variaron entre 2,66 ± 0,05 

µM y 267,30 ± 10,21 µM para los inhibidores de hAChE y entre 16,16 ± 1,04 µM 

y 255,60 ± 17,50 µM para los inhibidores de hBChE, lo que indica un efecto 

positivo general de la estrategia de sustitución aromática para aumentar la 

inhibición. 

4.4.3.2. Cinética y mecanismo inhibitorio de los mejores 

derivados sobre hAChE y hBChE 

Los estudios cinéticos y computacionales previamente descriptos 

determinaron que el mecanismo inhibitorio del péptido W3 frente a EeAChE es 

de tipo reversible no competitivo con interacción en la región del PAS. Para 

evaluar la interacción en este caso frente a hAChE, se modeló de manera similar 

la interacción enzima-ligando del complejo W3-hAChE, y se realizó un ensayo 

cinético para determinar su Ki. Además, se estudió computacionalmente la 

interacción de hBChE con el mejor inhibidor frente a esta enzima, el derivado 

W3W7. 

Los experimentos computacionales siguieron el esquema de análisis 

aplicado para los complejos previamente estudiados, que incluye modelado 

molecular de las estructuras peptídicas en agua y cálculos de docking flexible de 

estas con estructuras experimentales de las enzimas, cuyas predicciones se 

sometieron a 100 ns de simulaciones de dinámica molecular para evaluar la 

confiabilidad de los resultados y, finalmente, un estudio energético MM/GBSA 

para perfeccionar el análisis sobre el mecanismo de interacción. 
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Con respecto al ensayo in vitro de cinética, la Ki del mejor inhibidor de hAChE, 

el péptido W3, fue de 1,61 ± 0,47 µM. Como se esperaba de los resultados 

anteriores, las curvas de Michaelis-Menten indican un mecanismo inhibidor no 

competitivo (Figura 40). 

 

Figura 40: Velocidad inicial (V0) de la reacción de AChE frente a la concentración de sustrato 

([S]) en ausencia (0 ✂M) y presencia (0,25 - 4 ✂M) del péptido W3. Datos expresados como media 

± DE (n = 3). 

Los resultados del ensayo de cinética enzimática concuerdan con los 

cálculos de docking para W3 con hAChE, que colocan al péptido en la región 

PAS de la enzima. Lo mismo se observó para W3W7 con hBChE. Las 

simulaciones de DM corroboraron estas predicciones, ya que las configuraciones 

predichas se mantuvieron durante las etapas de producción de las simulaciones 

con sólo leves reordenamientos (Figuras 8 y 9 - Material Anexo). En las Figuras 

41 A y B se ilustran representaciones de primer plano de trayectorias 

representativas extraídas de los últimos 10 ns de simulación para los complejos 

de hAChE-W3 y hBChE-W3W7, respectivamente. 
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Figura 41: Vista de primer plano de la posición de unión predicha para (A) el péptido W3 con 

hAChE y (B) el péptido W3W7 con hBChE. Las enzimas se muestran en gris, los ligandos en 

azul y los residuos mutados en rojo. Procesado con el programa DS Visualizer (BIOVIA). 

4.4.3.3. Análisis del complejo W3-hAChE 

Según se puede observar en Figuras 41 A, la mutación Pro 3 Trp 

(sustitución de Pro3 de LL por Trp) permitió la formación de interacciones 

aromática-aromática entre la cadena lateral indol del residuo Trp incorporado y 
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residuos del PAS, para la interacción de W3 con la hAChE. La conclusión es 

similar a la que se expuso en las secciones anteriores para el caso de la 

interacción de W3 con la AChE de organismos eléctricos. 

El gran bolsillo aromático de la región en la que se encuentra el PAS 

resultó idóneo para la inserción del Trp introducido en la secuencia, en 

comparación con la inserción del residuo de Pro original. En el núcleo de PAS, 

AChE_Trp286(*) desempeña un papel fundamental en el acomodamiento del 

sustrato catiónico ACh en las primeras etapas de las interacciones sustrato-

AChE (Johnson & Moore, 2006). Además, diversos estudios de mutación, en los 

que Trp286 se mutó por Ala, comprobaron la importancia de este residuo para 

inhibidores que actúan tanto en el sitio PAS, como es el caso del propidio, como 

para inhibidores que actúan simultáneamente en el PAS y el CAS, como el 

donepezilo (Barak et al., 1994; Saxena et al., 2003). En la Figura 41 A se puede 

observar que W3_Trp3 se coloca cerca de AChE_Trp286 formando una 

interacción de stacking ✂-✂ ✌☎✆✂☛✁✰✁✌✁ ✂✁✄✁☛☎☛✁✕☎✝✞☎ ✜✡☎ ✆☎ ✕✁✝✞✡☞✏ ✌✡✄✁✝✞☎

toda la simulación. Esto se puede observar en la Figura 10 - Material Anexo, que 

muestra la variación de la distancia entre el centro de los anillos indol de los dos 

residuos de Trp durante la simulación. Además, los resultados sugieren que una 

interacción aromática adicional en forma de T con AChE_Tyr337 del subsitio 

aniónico estabiliza la orientación final de W3_Trp3. El subsitio aniónico es un 

bolsillo de unión a colina que interactúa con el grupo amino cuaternario cargado 

de ACh y es el sitio de unión de importantes inhibidores de hAChE como la 

tacrina (Dileep et al.,2022; Karunakaran et al., 2022). Se puede considerar que 

estas interacciones fundamentan la actividad inhibidora aumentada del derivado 

W3 en comparación con la actividad de la molécula base LL. 

Para analizar con más detalle estos complejos enzima-ligando, se recurrió 

nuevamente a cálculos de MM/GBSA, que proporcionan datos valiosos sobre las 

interacciones, ya que se realizan sobre un conjunto de 100 trayectorias de los 

últimos 10 ns de simulación. Las afinidades de unión enzima-ligando globales 

calculadas para los sistemas W3-hAChE y W3W7-hBChE fueron -24,77 ± 7,44 

 
(*) Se utiliza esta notación para indicar la molécula a la que corresponde el residuo que 
se menciona. De esta manera, AChE_Trp286 indica el residuo Trp286 de AChE, 
mientras, por ejemplo, W3_Trp3 indica el residuo Trp3 del péptido W3. 



Resultados y Discusiones 
 

 

145 Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas | Lic. Iván Sanchis 
 

kcal/mol y -24,31 ± 3,77 kcal/mol, respectivamente. Al descomponer esta energía 

global por residuo, para el caso de W3-hAChE, se observan perfiles energéticos 

consistentes con los resultados sobre el mecanismo de unión a la enzima. La 

descomposición por residuo de ligando muestra que W3_Trp3 aporta la mayor 

afinidad (menor ✁G libre de unión) para la estabilización del complejo (Figura 42 

✪✦✬ ✪✌☎✕✚✆★ ☛✁ ✌☎✆✍✏✕✂✏✆✟✍✟✤✝ ✌☎ ✁✵ ✂✏✄ ✄☎✆✟✌✡✏ ✌☎l receptor muestra que los 

residuos AChE_Asp74, AChE_Trp286 y AChE_Tyr341 se unen con la mayor 

afinidad al péptido (Figura 42 B), lo que confirma que el PAS es la principal región 

de unión. 

4.4.3.4. Análisis del complejo W3W7-hBChE 

El análisis de la conformación predicha del complejo W3W7-hBChE 

(Figura 41 B) también revela el importante rol de los residuos de Trp 

incorporados para la afinidad enzima-ligando. En este caso, el reemplazo del 

residuo de Gly en posición 7 por Trp parece ser crítico ya que el grupo indol de 

W3W7_Trp7 está bien acomodado en el PAS y cerca del sitio aniónico a través 

de interacciones aromáticas en forma de T entre este fragmento y BChE_Tyr332 

del PAS y BChE_Phe329 del sitio aniónico. Esta conformación podría explicar la 

actividad inhibitoria de hBChE del derivado W3W7, ya que se observaron 

interacciones con BChE_Phe329 y BChE_Tyr332 en otros inhibidores de hBChE 

(Vicente-Zurdo et al., 2022; Nadeem et al., 2022). Ambos residuos arilo (Phe329 

y Tyr332) son fundamentales para la actividad de hBChE, ya que se ha 

demostrado su implicancia en el proceso de unión del sustrato en un estudio de 

competencia de sitio empleando variantes salvajes y mutantes de hBChE con 

diferentes sustratos (Rosenberry et al., 2012; Macdonald, 2012). 

Otra interacción que puede contribuir a la actividad inhibitoria de W3W7 

se observa entre W3W7_Leu10 y BChE_Trp82, residuo que pertenece a la 

región del bolsillo enzimático de unión a colina de la BChE. Estas predicciones 

fueron confirmadas por la descomposición de energía libre por residuo, que 

estimó energías libres de unión de -6,76 kcal/mol y -6,11 kcal/mol para los 

residuos del ligando W3W7_Trp7 y W3W7_Leu10, respectivamente, y de -2,00 

kcal/mol, -2,22 kcal/mol y -4,52 kcal/ mol para los residuos de la enzima 
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empleado en este trabajo de tesis, Nadeem et al. (2022) emplearon el grupo indol 

para potenciar las interacciones con los residuos hidrofóbicos blanco de las 

colinesterasas (tanto AChE como BChE) en una serie de derivados mono- y bi-

indol. De este modo, obtuvieron inhibidores activos a concentraciones 

nanomolares que mostraron contactos estabilizadores entre los anillos de indol 

de los ligandos y los residuos Trp286 y Tyr341 para AChE y Tyr332 para BChE. 

Otros autores también reportaron procedimientos similares para obtener 

potentes inhibidores de las colinesterasas (Ismail et al., 2012; Fadaeinasab et 

al., 2011; Zhan et al., 2020; Padrtová et al., 2020; Wichur et al., 2021).
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4.5. Otras propiedades de interés y toxicidad 

En la introducción de esta Tesis se explicó como la EA tiene una etiología 

compleja y los compuestos capaces de modular múltiples objetivos de relevancia 

para esta enfermedad son muy deseados (de Freitas Silva et al., 2018). El último 

fármaco aprobado por la FDA para el tratamiento de esta patología se enfoca en 

�✁ ✂✄☎✆✝✝✞✟✠ ☎✄ �✁ ✡☛✂☞✁✝✞✟✠ ☎✄ �✁✌ ✍�✁✝✁✌ ✌✄✠✞�✄✌ ☎✄ ✍✎✍✏✞☎☛ ✑✒✓ ✑☎✄☞✔✌✕ se 

encuentran en fases avanzadas de desarrollo drogas que tienen actividad 

antioxidante y quelante de iones de metales (Cummings et al., 2022), debido al 

importante rol del estrés oxidativo en la toxicidad neuronal (Chen & Zhong 2014). 

Los compuestos que poseen alguna de estas bioactividades se destacan 

también por poder ser considerados para otras enfermedades 

neurodegenerativas, ya que estos procesos no son específicos de la EA (Morén 

et al., 2022). Por estas razones, se realizaron una serie de ensayos in vitro para 

evaluar el potencial de las moléculas estudiadas en este trabajo como 

potenciales agentes multitarget. 

A tal fin, se probó el potencial de los derivados sintetizados para 

neutralizar al radical DPPH (actividad antioxidante), actuar como quelante de 

iones Fe2+ y, finalmente, se ✄✖✁�✆✟ �✁ ✁✝✏✞✖✞☎✁☎ ✁✠✏✞✁✗✂✄✗✁✠✏✄ ☎✄� ✍✎✍✏✞☎☛ ✑✒ ☎✄�

derivado más destacado por su actividad inhibitoria, el péptido W3. 

4.5.1.  Propiedades de interés 

4.5.1.1. Actividad antioxidante 

Las propiedades antioxidantes se evaluaron con la reacción del DPPH. La 

actividad neutralizadora de radicales DPPH en función de la concentración se 

muestra en la Figura 43, en tanto que los valores estimados de EC50 se muestran 

en la Tabla 11, para las secuencias con las cuales dicho valor se pudo 

determinar. 
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Figura 43: Porcentaje de actividad secuestrante de DPPH de LL y sus derivados. Datos 

expresados como media ± DE (n = 3). ASC: ácido ascórbico. 

  

Tabla 11. Actividad secuestrante de radicales (ensayo del DPPH) del péptido LL y sus 
derivados 

Péptido DPPH EC50 (µM) 

LL - 

Y3 - 

F3 - 

W3 78.31 ± 18.18 

W7 66.94 ± 14.34 

Y3Y7 - 

Y3W7 43.94 ± 8.12 

W3W7 27.58 ± 8.74 

F3 (4-F) - 

Los datos expresan el promedio ± DE (n = 3) 
Los valores de EC50 se calcularon para los péptidos que alcanzaron al menos el 50% de 
actividad a las concentraciones ensayadas 

En Figura 43, se puede observar que la actividad antioxidante de los 

análogos que contienen Trp es notablemente más alta que la de los otros 

análogos. Este es un resultado alentador ya que el inhibidor más activo, el 

compuesto W3, contiene Trp y, de hecho, fue uno de los más antioxidantes, 

disminuyendo a la mitad la absorbancia producida por las de las moléculas 

�✁✁✂ ✁ ✄☎ ✂✆ ✝✞✟✕☎☎ � ✁ ✠✕✡✡☛ ☞ ✄� ✌✠✕✞✟ � ✁ ✡✕✄✠ ✁ ✞☎☎ ✂✆✓ 
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Sin embargo, el péptido con mejor actividad secuestrante de radicales fue 

W3W7 con dos residuos de Trp, lo que sugiere que la inserción de este aa en un 

péptido resulta ser una estrategia interesante para mejorar su actividad 

antioxidante. Si bien ya existen reportes de las propiedades antioxidantes de Trp 

y los péptidos que contienen Trp (Nayak & Buttar 2016; Matsui et al., 2017; Li et 

al., 2019), no había hasta ahora reportes sobre el efecto antioxidante de Trp al 

ser introducido en una secuencia con bajo o nulo poder antioxidante. Un 

resultado similar fue informado para el caso de inserción de histidina por Mirzaei 

et al. (2019), quienes encontraron que el reemplazo de Pro con His en un 

decapéptido aumentó la actividad inhibitoria ☎✄ ✂✁☎✞✝✁�✄✌ �✕�✁-azinobis-(ácido 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS), pero, en ese caso, la actividad inhibidora 

de DPPH no se modificó. 

La actividad de neutralización de radicales mostrada por el péptido W3W7 

fue similar a la del ácido ascórbico que se empleó como control positivo. El valor 

de EC50 estimado para W3W7 (27,✄✁ ✂✆ ✁ ✁,74) y, en general, el de los análogos 

que contienen Trp fue más alto que el de numerosas secuencias informadas 

previamente (Tanzadehpanah et al., 2018; Ko et al., 2012; Zhu et al., 2016; 

Agrawal et al., 2019). Además, estos resultados se suman a algunos reportes de 

péptidos antioxidantes derivados de secuencias originalmente aisladas de ranas, 

lo que sugiere que los anfibios podrían ser una fuente importante de secuencias 

base para el diseño de péptidos antioxidantes. 

4.5.1.2. Actividad quelante 

Nuestra evaluación del potencial efecto neuroprotector de estas 

secuencias se complementó con el estudio de su capacidad quelante sobre los 

iones Fe(II)✓ ✂� ✄✠✏☛✂✠☛ ✁�✏✁☞✄✠✏✄ ✏✟✄✞✝☛ ✗✄✠✄✂✁☎☛ ✍☛✂ �✁✌ ✍�✁✝✁✌ ☎✄ ✑✒ ✄✠

pacientes con EA provoca una desregulación de los niveles de metales 

esenciales (Lakey-Beitia et al., 2021). Entre éstos, los más críticos e implicados 

en la EA son los iones de hierro, cobre y zinc (Chen et al., 2023). 

En la Figura 44 se muestran los resultados del ensayo colorimétrico 

basado en ferrozina. Notablemente, los análogos W3 y W3W7 mostraron los 

valores más elevados de actividad quelante ☎✄ ☎✞✄✂✂☛ ✁ ✞☎☎ ✂✆✕ cercanos al 75 
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�✓ ✑✆✠�✆✄ ✞☎☎ ✂✆ ✄✌✏✔ �✄✁☛✌ ☎✄ ✌✆ ✂✄50 frente a hAChE, estos resultados 

remarcan que los compuestos estudiados pueden considerarse como base de 

agentes anti-Alzheimer multifucionales. Además, este es el primer reporte de 

secuencias peptídicas derivadas de piel de rana que muestran propiedades 

quelantes de metales. 

 

Figura 44: Actividad quelante de de Fe2+ de LL y sus derivados. Datos expresados como media 

± DE (n = 3). Diferentes superíndices indican una diferencia significativa. 

4.5.1.3. ✓☎✏✑✆✑☛✝☛ ✝✞✏✑✝✟✠☞✟✝✞✏☞ ☛☞ ✓✔ 

Los inhibidores de AChE que se unen selectivamente al PAS, como el 

☞☛☎✆✂☛ ☎✄ ✍✂☛✍✞☎✞☛ ✝✁✂☛✕ ✍✆✄☎✄✠ ✞✠✏✄✂✡✄✂✞✂ ✝☛✠ ✄� ✍✂☛✝✄✌☛ ☎✄ ✁✗✂✄✗✁✝✞✟✠ ☎✄ ✑✒

catalizado por AChE (Bartolini et al., 2003; Alarcón-Enos et al., 2022). Este 

fenómeno puede ser fundamentado gracias a la amplia evidencia que muestra 

�✆✄ ✄� ✁✑✡ ✌✄ ✍✆✄☎✄ ✆✠✞✂ ✁ ✑✒✕ ✍✂☛☞☛✖✞✄✠☎☛ la formación de fibrillas de ✑✒ y, 

por ende, de placas amiloides (Sang et al., 2022). 

Para evaluar la capacidad antiagregante del derivado más activo (W3), se 

realizó un ensayo in vitro de agregación fluorimétrico basado en la tioflavina T, 

siguiendo el método reportado por Chen et al. (2014). Esta técnica consiste, en 

síntesis, en el monitoreo de los cambios en la intensidad de fluorescencia de 

ThT, la cual depende de la presencia de agregados de ✑✒, en presencia de AChE 
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y presencia o ausencia de 10 µM de W3 a diferentes tiempos. Se utilizó PI como 

control positivo de compuesto antiagregante y como péptido ✑✒ se empleó la 

✞✌☛✡☛✂☞✁ ☞✔✌ ✁�✆✠☎✁✠✏✄✕ ✑✒40, sintetizada mediante Fmoc-SPPS. Si bien la 

✁✗✂✄✗✁✝✞✟✠ ☎✄ ✑✒40 es un proceso de larga duración, la reacción in vitro 

empleando AChE (EeAChE en este caso), que favorece el proceso a través de 

su sitio PAS y una adecuada presencia de iones en el medio, permiten acelerar 

la agregación y evaluar la inhibición luego de 8 horas de incubación (Chen et al., 

2014). 

Los resultados de este estudio revelaron que W3, a la concentración 

ensayada de 10 µM, presenta una gran capacidad para inhibir la agregación de 

✑✒ ✞✠☎✆✝✞☎✁ ✍☛✂ ✑✄☎✂✕ ✝☛☞☛ ✍✆✄☎✄ ✖✄✂✌✄ ✄✠ �✁ ✁✞✗✆✂✁ 45, en donde se 

representa el porcentaje de inhibición de la agregación. La fluorescencia se midió 

después de 3, 5 y 8 horas de agregación. Después de 8 horas, el porcentaje de 

inhibición mostrado por W3 fue de 94,2 % ± 1,2. 

 

Figura 45: Inhibición de la agregación de A✂ inducida por AChE por el derivado W3 después 
de 3, 5 y 8 horas de reacción. Las barras expresan la media ± DE (n = 3). 

La actividad inhibitoria ☛�✌✄✂✖✁☎✁ ✡✂✄✠✏✄ ✁ �✁ ✁✗✂✄✗✁✝✞✟✠ ☎✄� ✍✎✍✏✞☎☛ ✑✒

puede explicarse por la interacción predicha de W3 con residuos clave de la 

región del PAS como el residuo Trp al centro sitio, a través del residuo de Trp 

(Trp3) introducido en la secuencia, que se discutió en las secciones anteriores. 

Muchos compuestos con actividad antiagregante reportados mostraron 
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interacciones con este residuo (Chen et al., 2014; Viayna et al., 2013; Malafaia 

et al., 2021). A pesar de esto, no podemos excluir que exista una interacción 

directa W3-✑✒, que contribuir a la inhibición, como se reportó para otros péptidos 

o miniproteínas. Por ejemplo, Murray et al. (2022) diseñaron una miniproteína 

que inhibió �✁ ✁✗✂✄✗✁✝✞✟✠ ☎✄ ✑✒ ✁ ✏✂✁✖✎✌ ☎✄ ✞✠✏✄✂✁✝✝✞☛✠✄✌ ✍✂☛✏✄�✠✁-proteína. Del 

mismo modo, Preetham et al. (2022), desarrollaron un péptido de 12 residuos 

conteniente ✒-aminopirrolidina que muestra una potente actividad antiagregante. 

Además, no se encontraron en la literatura reportes de péptidos que inhiban 

✌✄�✄✝✏✞✖✁☞✄✠✏✄ �✁ ✁✗✂✄✗✁✝✞✟✠ ☎✄ ✑✒ ✞✠☎✆✝✞☎✁ ✍☛✂ ✑✄☎✂✓ 

Si bien este ensayo se realizó en condiciones que aceleran la agregación, 

✌✄ ✝☛☞✍✂☛�✟ ✏✁☞�✞✎✠ �✁ ✝✁✍✁✝✞☎✁☎ ☎✄� ✍✎✍✏✞☎☛ ✑✒40 sintetizado de formar 

estructuras fibrilares mediante su espontánea agregación en agua pura durante 

24 horas. Para ello se llevó a cabo un análisis de microscopía SEM sobre una 

✌☛�✆✝✞✟✠ ✁✝✆☛✌✁ ☎✄ ✑✒40 a una concentración de 50 µM. Dado que la 

fluorescencia de ThT se ve aumentada también frente a estructuras pre-

fibrilares, para confirmar la formación de fibrillas se debe recurrir a estudios de 

imagen como SEM o TEM (Arad et al., 2021). Las imágenes obtenidas a través 

de este estudio permitieron observar que el proceso de agregación del péptido 

sintetizado conduce a la formación de fibrillas características. La Figura 46 

corresponde a la captura de una fibrilla bien formada visualizada mediante SEM 

y capturas adicionales se muestran en la Figura 11 del Material Anexo. 
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Figura 46: ☛✂✄☎✡✆☎✞�✁✞ ✂✝☛ ✟✄ ✂☎✞ �✂�☎✂✁✁✞ ✟✄ �✂40 ✞ ✂☎ ✂☛ ✁✂✄✆✡ ✟✄ ✄☎ ✆ ✟✄ ✞✆☎✄✆✞✄✂✞☎ ✄☎ ✞✆✂✞

pura. 

4.5.2.  Toxicidad 

4.5.2.1. Actividad hemolítica 

Los péptidos con potencial terapéutico deberían mostrar una baja 

toxicidad contra los eritrocitos. El estudio de hemólisis se ha convertido en un 

análisis de rutina en las primeras etapas de estudio de péptidos con fines 

terapéuticos. De hecho, la mayor parte de los modelos de predicción de toxicidad 

desarrollados para péptidos durante los últimos años apuntan a la estimación de 

su potencial hemolítico (Robles-Loaiza et al., 2022). Por estas razones, se evaluó 

el efecto hemolítico del péptido LL y sus análogos en GRh mediante la 

realización de un ensayo de hemólisis in vitro. Los resultados se muestran en la 

Figura 47. 
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Figura 47: Actividad hemolítica de LL y sus análogos. Datos expresados como media ± DE (n = 

3). Diferentes superíndices indican una diferencia significativa. 

Ya se había reportado un valor de hemólisis bajo para el péptido Hp-1935, 

que se utilizó inicialmente para encontrar la secuencia de base LL (Siano et al., 

2014). Esta última tampoco resultó hemolítica y, en comparación, los análogos 

mostraron actividades hemolíticas más altas, por lo que la inserción de grupos 

aromáticos aumentó esta actividad. El efecto hemolítico de los aa aromáticos se 

puede vincular a su hidrofobicidad, propiedad que, en general, favorece su 

capacidad para interactuar con las membranas biológicas. Por ejemplo, el 

trabajo de Kuhn-Nentwig et al. (2013) mostró que la sustitución de residuos 

aromáticos por residuos polares (Lys) disminuyó completamente la actividad 

hemolítica de péptidos obtenidos a partir de veneno de araña. 

Sin embargo, la mayoría de los análogos sintetizados pueden 

considerarse no hemolíticos ya que su hemólisis estuvo por debajo del 10% a 

las concentraciones probadas. Los péptidos más hemolíticos fueron Y3W7 y 

W3W7 que contienen dos aa aromáticos. La actividad de lisis de eritrocitos de 

Y3W7 fue de 44,14 % ± 3,97 a la concentración más baja ensayada ✝�✄ ✂✆☛ ☞ �✁

de W3W7, una secuencia interesante por su actividad antioxidante e inhibitoria 

de hAChE y hBChE, fue de 19,01 % ± 1,31. La hemólisis del derivado de LL más 

✁✝✏✞✖☛✕ �✠✕ ✡✆✄ ☞✆✝☎☛ ☞✄✠☛✂ ✝✌✕✁✄ � ✁ ☎✕✞✡ ✁ �✄ ✂✆☛✓ ✂✌✏✄ es un hallazgo 
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✍✂☛☞✄✏✄☎☛✂ ☞✁ �✆✄ �✄ ✂✆ ✄✌ un valor 25 veces mayor a la IC50 de este péptido 

frente a hAChE. 

4.5.2.2. Toxicidad in vivo en Artemia salina (A. salina)  

Para completar la evaluación del perfil tóxico inducido por los mejores 

inhibidores, W3 y W3W7, se evaluó su toxicidad en un ensayo in vivo empleando 

nauplios (larvas) de artemia (A. salina). Los resultados se muestran en la Figura 

48. 

 

Figura 48 Efecto tóxico de los mejores inhibidores en nauplios de A. salina. Porcentaje de 
viabilidad de los nauplios en función de la concentración de péptido ensayada. Se utilizó solución 
salina como control positivo. Las barras expresan la media ± DE (n = 3). 

Este ensayo de letalidad basado en la supervivencia de los nauplios 

mostró una fuerte correlación con el ensayo MTT de toxicidad estándar y se ha 

propuesto como una buena alternativa para evaluar la toxicidad de compuestos 

pequeños (Rajabi et al., 2015). Los resultados no mostraron efectos tóxicos para 

los derivados W3 y W3W7 a las concentraciones estudiadas (12,5 � 100 µM), ya 

que no se observaron diferencias en comparación con el control negativo 

(solución salina). 

Estos resultados concuerdan con los de actividad hemolítica, ya que 

tampoco indican una actividad tóxica elevada por parte de las secuencias. En 

particular, el péptido W3 fue hemolítico a concentraciones mucho mayores que 
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las necesarias para lograr una inhibición del 50 % de hAChE y, en este ensayo, 

su DL50 (concentración que causa la muerte del 50 %) en larvas de A. salina fue 

mayor a 100 µM. 

4.5.2.3. Toxicidad y estabilidad in silico 

En los ensayos de toxicidad in vitro e in vivo realizados no se observó 

toxicidad por parte del péptido de mayor interés, el derivado W3, lo que destaca 

su potencial uso como fármaco. Por otra parte, los restantes derivados, al igual 

que el péptido base LL, no mostraron valores de hemólisis elevada. Para ampliar 

la evaluación de la posible toxicidad de estos péptidos, se aplicaron estudios 

teóricos de predicción de la toxicidad. 

Para realizar la estimación, se empleó el método ToxinPred a partir de un 

servidor específico (Gupta et al., 2013). Se trata de un modelo predictivo 

generado con un enfoque de aprendizaje y entrenado sobre una base de datos 

principal conteniente 1805 secuencias de péptidos tóxicos (3593 negativos), con 

una longitud máxima de 35 residuos. Esta específica base de entrenamiento del 

modelo lo convierte en un buen método para predecir toxicidad de péptidos de 

corta longitud con fines terapéuticos (Adam, 2021; Harnkit et al., 2022; Li et al., 

2022; Girija et al., 2023). No se realizó el cálculo para el derivado que contiene 

el residuo modificado 4-F-Phe ya que el modelo admite sólo residuos naturales. 

La estimación indica que ninguno de los péptidos puede clasificarse como 

toxina (Puntaje SVM < 0). El puntaje SVM calculado para las secuencias, junto 

con otras propiedades estimadas por el programa ToxinPred (hidrofobicidad e 

hidrofilicidad relativas) se muestran en la Tabla 12. Los resultados de esta 

evaluación teórica concuerdan con los experimentales. 
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Tabla 12. Toxicidad in silico y otras propiedades de LL y sus derivados 

Péptido  Secuencia  Puntaje SVM  Predicción  Hidrofobicidad  Hidrofilicidad  

LL LGPVSKGKLL  -0,81 No toxina -0,01 -0,06 

Y3 LGYVSKGKLL  -0,76 No toxina 0 -0,29 

F3 LGFVSKGKLL  -0,96 No toxina 0,06 -0,31 

W3 LGWVSKGKLL  -0,84 No toxina 0,04 -0,4 

W3W7 LGWVSKWKLL  -0,82 No toxina 0,06 -0,74 

Y3W7 LGYVSKWKLL  -0,78 No toxina 0,02 -0,63 

Y3Y7 LGYVSKYKLL  -0,73 No toxina -0,01 -0,52 

W7 LGPVSKWKLL  -0,77 No toxina 0,01 -0,4 

Finalmente, se utilizó una herramienta informática para estimar la 

estabilidad de los péptidos. Específicamente, se aplicó el método HLP (del 

inglés, Half Life Prediction) a través de un servidor específico (disponible en: 

http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/). Esta técnica se basa en determinaciones 

experimentales de la hidrólisis de péptidos frente a proteasas intestinales, para 

comparar y predecir la estabilidad (vida media) de otros péptidos en un ambiente 

intestinal. Los resultados se clasifican como estabilidad Baja, Normal o Alta 

dependiendo del tiempo de vida media: los péptidos con un tiempo de vida media 

estimado menor a 0,1 s se consideran con una estabilidad Baja; aquellos con 

vida media entre 0,1 y 1,0 s se clasifican como péptidos con estabilidad Normal; 

y los que tengan una vida media mayor a 1 s se clasifican como péptidos de vida 

media Alta y estables. Los resultados de este estudio se muestran en la Tabla 

13. 

  

Tabla 13. Estabilidad en un ambiente intestinal estimada de LL y sus derivados 

Péptido  Secuencia  Vida media (s) Estabilidad HPL Índice de inestabilidad 

LL LGPVSKGKLL  3,15 Alta 2,79 - Estable 

Y3 LGYVSKGKLL  2,82 Alta -16,47 - Estable 

F3 LGFVSKGKLL  4,45 Alta -24,96 - Estable 

W3 LGWVSKGKLL  2,83 Alta -12,62 - Estable 

W3W7 LGWVSKWKLL  2,89 Alta 4.36 - Estable 

Y3W7 LGYVSKWKLL  2,87 Alta -7.98 - Estable 

Y3Y7 LGYVSKYKLL  2,86 Alta -7.98 - Estable 

W7 LGPVSKWKLL  3,21 Alta 19.77 - Estable 
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Se incluye también, en Tabla 13, una columna con la determinación de la 

estabilidad según la herramienta Expasy ProtParam, ya empleada para la 

determinación de otras propiedades fisicoquímicas (Tablas 3 y 6). Si bien no es 

un método específico para péptidos, admite secuencias desde los 5 aa, por lo 

que se lo incluyó para ampliar la evaluación sobre la estabilidad de LL y sus 

derivados. Este método se basa en el cálculo de un Índice de inestabilidad que 

depende de la presencia de determinados dipéptidos en la secuencia a evaluar 

(Guruprasad et al., 1990), de manera similar al enfoque que la herramienta HLP 

utiliza para péptidos de hasta 10 residuos de longitud. La secuencia se clasifica 

como Inestable cuando su Índice de inestabilidad estimado es menor a 40. 

Los resultados clasifican a todos los péptidos como secuencias estables. 

El método HLP estimó vida media mayor a 2,8 s para todos los péptidos y, por 

lo tanto, los considera como secuencias de estabilidad Alta. 

El Índice de inestabilidad computado por ProtParam arrojó resultados 

concordantes con los estimados por el método HLP, clasificando a todos los 

péptidos como estables (Índice de inestabilidad < 40). 
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interacciones de ✂-stacking entre el grupo aromático de W3 y residuos clave de 

la región PAS de la hAChE y determinar una energía de interacción mayor para 

el Trp introducido respecto al residuo sustituido en la secuencia de base. En base 

a su demostrada actividad, esta molécula se destaca como el péptido más activo 

que se haya reportado contra las colinesterasas y demuestra el potencial de esta 

clase de compuestos como inhibidores enzimáticos. 

Los compuestos desarrollados fueron evaluados también en lo que 

respecta a su actividad biológica frente a otros blancos de la EA: 

Al igual que para la hAChE, frente a la hBChE se destacó el péptido W3 

con un IC50 de 15,44 ± 0,91 µM, aunque la actividad más alta la aportó una 

secuencia con dos residuos de Trp, denominada W3W7. Este péptido mejoró 20 

veces la actividad en comparación con la secuencia base LL, además de haber 

demostrado una elevada actividad también frente a la hAChE (IC50, 1,70 µM ± 

0,05). 

Algunos de los análogos, en particular los que contienen Trp, mostraron 

un destacable potencial antioxidante y quelante. Este hallazgo enfatiza el interés 

sobre las secuencias que resultaron más activas al demostrar su potencial como 

agentes que intervienen simultáneamente en las diferentes vías fisiopatológicas 

que desencadenan los síntomas de la EA. 

Entre las vías principales, se encuentra la formación de depósitos de 

✍✎✍✏✞☎☛ ✑✒ ✡☛✂☞✁✠☎☛ las placas seniles. Por este motivo, se estudió el compuesto 

W3 como agente antiagregante. Se encontró que, además de las propiedades 

ya mencionadas, este péptido es altamente activo in vitro contra el proceso de 

fibrilación de ✑✒ inducido por AChE, logrando inhibir el 94,2 % ± 1,2 de su 

agregación luego de 8 horas. Esta actividad pudo ser explicada gracias a los 

estudios cinéticos y computacionales realizados que indican que el sitio de unión 

de este péptido es el PAS, a través del cual la AChE interviene justamente en el 

✍✂☛✝✄✌☛ ☎✄ ✁✗✂✄✗✁✝✞✟✠ ☎✄ ✑✒✕ ✡✁✖☛✂✄✝✞✎✠☎☛�☛✓ Las últimas drogas que se 

✁✍✂☛�✁✂☛✠ ✍✁✂✁ ✄� ✏✂✁✏✁☞✞✄✠✏☛ ☎✄ �✁ ✂✑ ✌✄ ☎✞✂✞✗✄✠ ☎✁✝✞✁ �☛✌ ☎✄✍✟✌✞✏☛✌ ☎✄ ✑✒✕ �☛

que demuestra el gran interés por desarrollar moléculas que tengan esta 

propiedad, como es el derivado W3. 
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Finalmente, se evaluó mediante técnicas in vitro, in vivo e in silico la 

toxicidad de las secuencias. Los resultados demostraron que los péptidos más 

potentes, en particular W3, no presentaban toxicidad a las concentraciones 

activas, lo que aumenta significativamente el interés en su posible aplicación 

como fármacos. 

La EA es una patología que se encuentra en acelerado crecimiento y 

posee una compleja etiología que requiere de modernos métodos de tratamiento. 

Estos avances podrían allanar el camino hacia el desarrollo de nuevos enfoques 

terapéuticos para su abordaje. 

Como perspectivas futuras, en base a los resultados obtenidos en este 

trabajo, sería importante evaluar la actividad de los derivados W3 y W3W7 

directamente frente a modelos in vivo específicos de la EA. No obstante, es 

importante remarcar que todos los objetivos propuestos fueron logrados 

exitosamente, dado que se obtuvieron secuencias que justifican ampliamente el 

progreso hacia una nueva etapa de investigación.
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Figura 5: Perfil de desviación cuadrática media (RMSD) de los átomos del backbone (C, O, N, 

C✁) y de todos los átomos del péptido del péptido W3 durante el tiempo de simulación en solvente 

puro (agua TIP3P). 

 

Figura 6: Perfil de desviación cuadrática media (RMSD) de los átomos del backbone (C, O, N, 

C✁) y de todos los átomos del péptido del complejo LL - TcAChE durante el tiempo de simulación. 
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Figura 7: Perfil de desviación cuadrática media (RMSD de los átomos del backbone (C, O, N, 

C✁) y de todos los átomos del péptido del complejo W3 - TcAChE durante el tiempo de 

simulación. 

 
Figura 8: Perfil de desviación cuadrática media (RMSD) de los átomos del backbone (C, O, N, 

C✁) y de todos los átomos del péptido del complejo W3 - hAChE durante el tiempo de simulación. 
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Figura 9: Perfil de desviación cuadrática media (RMSD) de los átomos del backbone (C, O, N, 

C✁) y de todos los átomos del péptido del complejo W3W7 - hBChE durante el tiempo de 

simulación. 

 
Figura 10: Variación de la distancia de interacción de stacking ✂-✂ con desplazamiento paralelo 
entre W3_Trp3 y hAChE_Trp286 durante el tiempo de simulación. 
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Figura 11: ☛✂✄☎✡✆☎✞�✁✞ ✂✝☛ ✟✄ �✂�☎✂✁✁✞✎ ✟✄ �✂40 ✞ ✂☎ ✂☛ ✁✂✄✆✡ ✟✄ ✄☎ ✆✎ ✟✄ ✞✆☎✄✆✞✄✂✞☎ ✄☎ ✞✆✂✞

pura. 
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