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Evaluacion in silico de insecticidas
inhibidores de la acetilcolinesterasa

(AChE)

Resumen

La toxicidad de insecticidas organo-
fosforados y carbamatos en insectos y
mamiferos estd determinada por factores
que pueden afectar desde la absorcién,
hasta la inhibicién de la acetilcolinestera-
sa (AChE), enzima que degrada la acetil-
colina neurotransmisor importante en la
conduccién de los impulsos eléctricos en
el cerebro provocando la muerte. En este
estudio se evaluaron las caracteristicas
fisico-quimicas de algunos insecticidas
mediante modelado molecular. Asi como,
la interaccién que producen con esta
enzima usando estudios in silico, los resul-
tados muestran una interaccién favorable
entre los insecticidas 2,2-dimetil-2,3-
dihidro-1-benzofurano-7-metil carbamato
(Carbofurano), S-metil, N*, N’-dimetil-
N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-oxamidato
(Oxamil), Pentacloronitrobenceno (Inter-
guzan) y el 0-S-dimetil-fosforamidotidato
(Metamidofos) y la enzima (AChE).
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Abstract

The toxicity of the organophosphorous
and carbamate insecticides for insects and
mammals is defermined by factors that
can affect anything from absorption to the
inhibition of acetylcholinesterase (AchE),
an enzyme that degrades the acetylcho-
line, an important neurotransmitter for
conducting electrical impulses in the brain,
thus leading to death. In this study, the
physicochemical characteristics of certain
insecticides are evaluated through mo-
lecular modeling, as well as the interaction
they produce with this enzyme using in
silico studies. The results show a favorable
interaction among the insecticides 2,2-di-
methyl-2,3-dihydro-1-benzofuran-7-yl
methylcarbamate (Carbofuran), Methyl
2-(dimethylamino)-N-[(methylcarbamoyl)
oxy|-2-oxoethanimidothioate (Oxamyl)
Pentachloronitrobenzene (Interguzan),
O,S-Dimethyl phosphoramidothioate
(Methamidophos) and the enzyme AChE.

Résumé

La toxicité des insecticides organo-
phosphorés et des carbamates chez les
insectes et les mammiféres est déterminée
par des facteurs pouvant affecter depuis
I"absorption et jusqu’a I'inhibition de
I’acétylcholinestérase (AchE), enzyme
qui dégrade I'acétylcholine, neurotrans-
metteur important dans la conduites de
impulsions électriques dans le cerveau,
provoquant la mort. Dans cetfte étude, on
a évalué les propriétés physico-chimiques
de quelques insecticides & 'aide du mo-
deéle moléculaire, ainsi que l'interaction
qu'ils produisent avec cette enzyme en
utilisant des études in silico. Les résultats
monirent une inferaction favorable entre
les insecticides 2,2-dimethyl-2,3-dihy-
dro-1-benzofuran-7-yl methylcarbamate
(Carbofuran),méthyl N,N’-diméthyl-N
[(méthylcarbamoyl) oxy]-1-thioxamimidate
(Oxamyl), Pentachloronitrobenzéne (Inter-
guzan) et le O,S-diméthyl phosphorami-
dothioate (Méthamidophos) et I'enzyme
(AChE).

Palabras Clave: Acetilcolina, Acoplamiento molecular, Inhibicién enzi-

matica, Insecticidas,

Introducciéon

Las propiedades de los organofosforados (OPs) y los carbamatos fue-

ron descubiertas en 1930, pero fue hasta 1940 que se les dio el uso como
pesticidas, su uso se incrementé en 1970 con la producciéon del DDT.
Tanto carbamatos como OPs tienen un tiempo de vida en el ambiente
que puede ser de dias hasta meses, sin embargo su descomposicién es
acelerada por altas temperaturas o el aumento en el pH (Amdur, Doull,
Klaassen 1991; Crommentuijn et al, 2000; Brujin et al, 2013).

Los OPs y carbamatos son compuestos usados ampliamente en el
mundo como insecticidas, herbicidas, nematocidas, aracnicidas, fungici-
das, rodenticidas, avicidas y repelentes de pajaros en todas sus fases de
desarrollo, la emision de OPs puede ocurrir en la produccién, formulacién
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uso y aplicaciéon (NRC,1993). La toxicidad de los OPs
y carbamatos es debida a la alteracion del sistema
nervioso (SN), siendo el mecanismo de accién la
inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AChE,
colina hidrolasa, EC 3.1.1.7) la cual se encuentra en
diversas especies, incluyendo los humanos (Ecobi-
chon y Joy 1994;Ward y Mundy 1996; Klepper et al,
1998; Bigbee et al, 1999; Azaroff 1999), esta enzima
cataliza la hidrdlisis de la acetilcolina (ACh) hacia
colina y acido acético (Fukuto 1990; Leibsony Lifshitz,
2008). La acetilcolina es uno de los neurotransmisores
involucrados en la transmisién del impulso nervioso
a células efectoras colinérgicas, sinapticas y neuro-
musculares (Groner et al, 2007) de tal forma que la
inhibicion de la AChE puede paralizar el SN y conducir
a muerte usualmente por paro respiratorio (Mineau et
al, 1994; Mineau et al, 1996; MacPhail y Glowa, 1999).
Estos efectos adversos han sido documentados en
humanos, animales de laboratorio y diversas especies
(acuaticas y terrestres) (Ecobichon et al, 1994; Mineau,
1991; Simcox et al, 1995).

Por otro lado, los organoclorados como el penta-
cloronitriobenceno, presentan diversos efectos téxicos
en humanos como son infertilidad, carcinogenicidad,
neurotoxicidad e inmunotoxicidad entre otros siendo
la carcinogenicidad e infertilidad los efectos mas es-
tudiados en este compuesto (Skakkebaek et al, 2008;
Teilmann et al, 2002; Toft et al, 2005).

Diversos estudios usando QSAR asi como estu-
dios de Acoplamiento Molecular han mostrado la
importancia de la hidrofobicidad y electrostatica que
tienen organofosforados y metamidofos, asi como di-
versos inhibidores de la AChE para inhibir esta enzima
(Bernard et al, 1999; Hirashima et al. 2000; Spassova
y Singh 2001), estos estudios concluyen que los sitios
aromaticos y los grupos catiénicos salientes de los
inhibidores estan orientados hacia el sitio activo lo que
favorece la interaccién con la AChE (Yazal et al, 2001).

Por otro lado, hay reportes que indican que el sitio
catalitico de la AChE esta formado por un sitio anio-
nico periférico (PAS) formado por tres aminoacidos
principales Trp279, Tyr70 y Asp72, asi como un subsitio
aniénico catalitico (CAS) el cual ha sido propuesto
como el lugar de reconocimiento de la acetilcolina,
estabilizado principalmente por las interacciones m-it
con el Trp84, ademas de interaccionar con los ami-
noacidos: Glul99 y Phe330. Estos aminoacidos son
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importantes ya que las interacciones reportadas entre
inhibidores de la AChE se han visto facilitadas por la
presencia de grupos fenilo e indol del Trp84 y Trp279
en el sitio catalitico lo que resulta en la inhibicion de la
enzima. (Kishore et al, 2012; Kryger et al, 1999)

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue
realizar una caracterizacion fisicoquimica de algunos
de los insecticidas mas utilizados en la agricultura,
asi como contribuir con el conocimiento de cudles
son los principales aminoacidos que interaccionan
entre la enzima acetilcolinesterasa y su ligando, y de
esta manera contribuir con el estudio del mecanismo
de accién de los insecticidas 2,2-dimetil-2,3-dihidro-
1-benzofurano-7-ilmetil carbamato (carbofurano),
S-metil, N”, N’-dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-
oxamidato (Oxamil), Pentacloronitrobenceno (Inter-
guzan) y 0-S-dimetil-fosforamidotidato (Metamidofos)
usando para ello modelado molecular tomando
como control del estudio la Tacrina (9-amino-1,2,3,4-
tetrahidroacridina), el cual es un compuesto aprobado
por la FDA en 1993 para el tratamiento de Alzheimer
que se sabe disminuye la degradacién de acetilcolina
en el espacio intersinaptico por inhibicién enzimatica
de la AChE (Kozurkova et al, 2001; Sarter et al, 2005).

Desarrollo
Metodologia
Minimizacién de las estructuras

La estructura tridimensional de la acetilcolines-
terasa a evaluar se obtuvo del Protein Data Bank
con codigo de identificacién 1ACJ1ACJ (www.pdb.
org). Para llevar a cabo el acoplamiento molecu-
lar, las estructuras moleculares minimizadas de
9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina (Tacrina) y los
insecticidas el 2,2-dimetil-2,3-dihidro-1-benzofurano-
7-ilmetil carbamato (carbofurano), S-metil, N”,
N’ -dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-oxamidato
(Oxamil), Pentacloronitrobenceno (Interguzan) y el
0-S-dimetil-fosforamidotidato (Metamidofos) (Fig.
1) se generaron mediante minimizacién a 300 K por
10ps, empleando como campo de fuerza CHARMM22-
PROT mediante el software VEGA ZZ ver 3.0.1, para
posteriormente optimizarlas hasta un gradiente menor
o igual a 0.01kcal/A empleando un andlisis confor-
macional en gradiente conjugado con Ammp. Las
propiedades calculadas incluyen el peso molecular,
la energia total (AM1_E), la solubilidad en agua (Log
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S), el coeficiente de particién octanol:agua (LogP), el

area topoldgica de la superficie polar (TPSA), el Coefi-
ciente de Refractividad Molar (CMR) y los orbitales de
mayor y menor energia (HOMO-LUMO) obtenidos por
medio del software Molecular Operating Environment
(MOE) ver 2010.10.

Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular se realizé usando
como molde la enzima acetilcolinesterasa obtenida
del Protein Data Bank (PDB), la cual reporta como
ligando el 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina (Tacrina)
en el sitio activo, compuesto que fue utilizado como
control positivo. El dominio catalitico de la enzima
descargada presenta una resolucion de 2.8A, el sitio
activo fue determinado mediante el Site-Finder del
programa MOE ver 2010.10 y comparado con reportes
previos (Silman y Sussman, 2008).

Para llevar a cabo el andlisis conformacional, se
usé un método estocastico, basado en el protocolo
de acoplamiento rigido-rigido, seguido de un rigido-
flexible y flexible-flexible. Finalmente, el complejo
enzima-ligando fue visualizado con MOE.
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Figura 1. Estructuras moleculares minimizadas.
La imagen A corresponde a la estructura mini-
mizada de 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina
(Tacrina), la imagen B corresponde a el 2,2-dime-
til-2,3-dihidro-1-benzofurano-7-ilmetil carbamato
(Carbofurano), la imagen C corresponde al S-
metil, N, N -dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-
oxamidato (Oxamil), la imagen D corresponde al
Pentacloronitrobenceno (Interguzan) y la imagen
E corresponde al 0-S-dimetil-fosforamidotidato

(Metamidofos).

Usando este mismo protocolo, se obtuvieron los
datos con los insecticidas el 2,2-dimetil-2,3-dihidro-
1-benzofurano-7-ilmetil carbamato (carbofurano),
S-metil, N’, N’-dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-
oxamidato (Oxamil), Pentacloronitrobenceno (Intergu-
zan) y el 0-S-dimetil-fosforamidotidato (Metamidofos).

Resultados

Los resultados de los parametros fisicoquimicos
se muestran en la tabla 1, en todos los casos las
energias totales son menores a los -3500.00kcal/mol
indicando la estabilidad quimica que poseen estos
compuestos, los datos obtenidos en los coeficientes
de solubilidad nos muestran compuestos solubles en
solventes organicos con excepciéon de los Metamido-
fos los cuales poseen mayor solubilidad en agua, los
valores del area topoldgica de superficie polar (TPSA)
varian de acuerdo al nimero de sustituyentes de cada
molécula siendo el mas grande el del Oxamil con un
valor de 71.62 = 4.981 debido a la presencia de las
aminas, los carbonilos y el azufre en su estructura,
seguido del Metamidofos por la presencia de oxigeno,
azufre, nitr6geno y fosfato en la molécula con un valor
de 53.32 = 0.9434, los valores obtenidos de HOMO
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos: Peso molecular (PM), energia total (AM1_E), Solubilidad en agua (Log S), Coeficiente de particién octanol:
agua (Log P), Coeficiente de Refractividad Molar (CMR), area topolégica de superficie polar (TPSA), orbital mas ocupado y orbital menos

ocupado (HOMO y LUMO).

Compuesto PM (g/mol) | AM1_E (kcal/ | HOMO LUMO (eV) | LogS |LogP | CMR | TPSA
mol) (eV)

9-amino-1,2,3,4- 198.269 -47319.22 | -9.438 -3.376725 = | 2.78 2.696 |6.1109 [38.91 =

tetrahidroacridina +0.01 + 0.00087 | 0.00005 0.3447

(Tacrina)

Pentacloronitroben- | 296.344 -8044.94 +|-14.9328 [-12.093 = |4.9383 |4.612 |5.4703 | 40.54 +

ceno (Interguzan) 0.00093 + 0.00057 | 0.00057 0.6489

2-dimetil-2,3-dihi- 221.256 -67119.91 |-8.8767 = ]0.2063 = |2.4609 |2.118 |6.0419 | 47.56 =

dro-1-benzofurano- + 0.1912 0.0024 0.0022 2.826

7-ilmetil carbamato

(Carbofurano)

0-S-dimetil-fosfora- | 141.131 -35487.6 = -9.555 *]-0.6252 = |-0.5465 | -0.008 | 3.2997 | 53.32 =

midotidato (Metami- 0.996 0.096 0.0357 0.9434

dofos)

S-metil, N, [247.319 -72898.8 +-8.908 +|-0.08764 + |-2.0553 | 0.886 |6.3651 | 71.62 =

N’-dimetil-N- 2.069 0.0125 0.0284 4.981

(metilcarbamoloxi)-
1-tio-oxamidato
(Oxamil)

Figura 2. Acoplamiento molecular. Interacciones entre los aminoacidos del sitio activo de la acetilcolinesterasa y el 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroa-
cridina (Tacrina); la imagen A muestra los aminoacidos que interaccionan entre la acetilcolinesterasa y la Tacrina. La imagen B corresponde al
contacto Gaussiano en la superficie de la acetilcolinesterasa y la Tacrina; el verde indica el area hidrofébica, el parpura las areas de formacién

de puentes de hidrégeno y el azul el area polar.

y LUMO nos permiten predecir la excitabilidad que = comparables con la energia arrojada por la Tacrina, el
poseen estas moléculas, lo cual es parte importante ~ Oxamil arrojé los valores menos reactivos con -8.908
de su reactividad para interactuar a nivel biol6gico, = 0.0125 para la energia HOMO y -0.08764 + 0.0284
en todos los casos se muestran energias negativas  en la energia LUMO, el caso del Interguzan es el que
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Figura 3. Acoplamiento molecular. Interacciones entre los aminoacidos del sitio activo de la acetilcolinesterasa y los insecticidas estudiados.
La imagen A muestra los aminoacidos que interaccionan entre la acetilcolinesterasa y el S-metil, N*, N”-dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-
oxamidato (Oxamil). La imagen B corresponde al contacto Gaussiano en la superficie de la acetilcolinesterasa y el Oxamil. La imagen C muestra
los aminoécidos que interaccionan entre la acetilcolinesterasa y el Pentacloronitrobenceno (Interguzan). La imagen D corresponde al contacto
Gaussiano en la superficie de la acetilcolinesterasa y el Interguzan. La imagen E muestra los aminoacidos que interaccionan entre la acetilco-
linesterasa y el 2,2-dimetil-2,3-dihidro-1-benzofurano-7-ilmetil carbamato (Carbofurano). La imagen F corresponde al contacto Gaussiano en
la superficie de la acetilcolinesterasa y el Carbafurano.. La imagen G muestra los aminoacidos que interaccionan entre la acetilcolinesterasa
y el 0-S-dimetil-fosforamidotidato (Metamidofos). La imagen H corresponde al contacto Gaussiano en la superficie de la acetilcolinesterasa y

el Metamidofos; el color verde indica el area hidrofébica, el ptrpura las areas de formaciéon de puentes de hidrégeno y el azul el area polar.
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se presenta como el mas reactivo ya que se obtuvie-
ron valores de HOMO/LUMO de -14.9328 + 0.00057
/ -12.093=0.00057 respectivamente, superando ain
los valores arrojados de la Tacrina (HOMO -9.438 =+
0.00087/ LUMO -3.376725 = 0.00005).

Los resultados del acoplamiento molecular
entre la enzima acetilcolinesterasa y los insectici-
das 2,2-dimetil-2,3-dihidro-1-benzofurano-7-ilmetil
carbamato (carbofurano), S-metil, N”, N"-dimetil-N-
(metilcarbamoloxi)-1-tio-oxamidato (Oxamil),
Pentacloronitrobenceno (Interguzan) y el 0-S-dimetil-
fosforamidotidato (Metamidofos) con MOE (ver
2010.10) muestran un posible reacomodo entre los
insecticidas evaluados (ligando) y el sitio catalitico de
la enzima acetilcolinesterasa (receptor) indicando una
probable interaccién entre las estructuras estudiadas.
Esta interaccion puede causar la inhibicion de la en-
zima, ya que se sabe que el mecanismo de accion de
los carbamatos y organoclorados es la inhibiciéon de
la AChE (Fukuto, 1990).

Los datos muestran que los aminoacidos que
presentan interaccién entre la enzima y la Tacrina
son Trp84 y Phe 330 por la formacién de los enlaces
ni-r entre los anillos bencénicos de los aminodacidos y
los anillos de la Tacrina, asi como una interaccion del
grupo amino con los aminoacidos Tyr334 y Asp72 (Fig.
2) lo cual concuerda con reportes previos (Szymanski,
etal., 2013).

Al realizar el acoplamiento entre la enzima y los
insecticidas los resultados mostraron una interacciéon
entre el Oxamil y la enzima entre los aminoacidos
Tyr 122, Asp 72 y Tyr334 por formacién de puentes
de hidrégeno, en el caso de los aminoacidos de Tyr
interaccionan con los atomos de oxigeno del Oxamil
en tanto la Asp interaccioné con el grupo amina

(Figura 3A), en el caso del Pentacloronitrobenceno
la interaccion se da de manera similar que la Tacri-
na, presentando formacién de enlaces w-n entre los
anillos aromaticos (Trp84 yPhe330) esta interaccion
esta mediada por formacién de puentes de hidrégeno
entre los aminodacidos Asp 72 y la Tyr334 con el grupo
nitro del pentacloro (Fig. 3 C), el grupo amina de la
estructura del carbamato (Carbofurano) interacciona
con el aminoéacido Ser200 de la enzima, asi mismo se
observa interaccion entre la Phe330 y Trp84 formando
enlaces m-t con el anillo aromatico del compuesto
(Fig. 3 E), finalmente para el caso del Metamidofos los
aminoéacidos que interaccionan son Tyr121 y Ser122
mediante formacién de puentes de hidrégeno con el
atomo de Oxigeno y el grupo amino de la estructura
(Figura 3 G).

Las figuras 3 B, D, F y H corresponden al contacto
Gaussiano en el sitio activo de la enzima con los in-
secticidas Carbofurano, Oxamil, Intergusan y Metami-
dofos respectivamente en todos los casos es posible
apreciar que este contacto se da predominantemente
en las zonas hidrofébicas de la enzima marcadas
en color verde, mientras el contacto con las areas
polares marcadas en color morado y la formacién
de puentes de hidrégeno marcadas en color azul es
menor con todos los ligandos, todos estos contactos
favorecen la interaccién entre la enzima y su ligando,
es importante resaltar que este mismo efecto es po-
sible apreciarlo en el acoplamiento realizado con la
Tacrina (Figura 2B).

Es importante sefialar que los resultados muestran
que los insecticidas evaluados en este estudio pre-
sentan una mayor afinidad por la acetilcolinesterasa
que la Tacrina, obteniendo valores que van de 7.634
el mas bajo en el caso del Metamidofos hasta 9.393

Tabla 2. Datos comparativos de la Energia libre de Gibbs (AG"), Afinidad y eficiencia de los compuestos estudiados. Energias de los complejos

con la acetilcolinesterasa y los insecticidas computados con MOE.

COMPUESTO AG® Afinidad (pKi) | Eficiencia
9-amino-1,2,3 4-tetrahidroacridina (Tacrina) -13.942 6.597 0.440
0-S-dimetil-fosforamidotidato (Metamidofos) -10.921 7.634 1.091
Pentacloronitrobenceno (Interguzan) -22.753 8.366 0.598
2-dimetil-2,3-dihidro-1-benzofurano-7-ilmetil carbamato (Carbofu- | -18.395 9.393 0.587
rano)
S-metil, N”, N”-dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-oxamidato | -16.785 8.049 0.503
(Oxamil)
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que corresponde al Carbofurano, comparado con la
Tacrina el cual fue de 6.597, por lo que es posible con-
siderarlos como moléculas con buena afinidad (pKi)
por esta enzima (Tabla 2), de la misma manera todos
presentan una eficiencia superior a 50% y una energia
libre de Gibbs negativa de -10.921 para Metamidofos,
de -22.753 para el Pentacloro, -18.395 para el Carbofu-
rano, y -16.785 para el Oxamil, por lo cual es posible
que estos insecticidas se unan a la acetilcolinesterasa
de manera similar que la Tacrina ya que el estudio con
este inhibidor arrojé una energia libre de Gibbs de
-13.942 y una afinidad de 6.597 (Tabla 2).

Los datos anteriores nos permiten proponer a los
aminoacidos Asp72, Tyr334, Trp84 y Phe330 como
componentes importantes en la interaccién entre la
acetilcolinesterasa e insecticidas ya que son estos
quienes presentan mayor interaccién en los acopla-
mientos moleculares realizados en el sitio activo de
la enzima.

Conclusiones
En el presente trabajo se estudi6 la capacidad de
reconocimiento entre la acetilcolinesterasa y diversos
insecticidas usados en la agricultura y que se sabe
causan la inhibicién de esta enzima generando efectos
neurotoxicos variados. Los parametros fisicoquimicos
obtenidos indican que los compuestos 9-amino-1,2,3,4-
tetrahidroacridina (Tacrina), Pentacloronitrobenceno
(Interguzan) y 2-dimetil-2,3-dihidro-1-benzofurano-
7-ilmetil carbamato (Carbofurano) poseen una baja
solubilidad en agua sin embargo tienen la capacidad
de pasar a través de membranas celulares, por lo cual
pueden ser catalogados dentro del grupo II de la cla-
sificacion biofarmacéuticas (BSC) como compuestos
con alta permeabilidad y baja solubilidad, sin embargo
el 0-S-dimetil-fosforamidotidato (Metamidofos) y el
S-metil, N*, N”-dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-
oxamidato (Oxamil) pueden ser catalogados dentro
del grupo I de la clasificacién bioframacéuticas (BSC)
como moléculas de alta solubilidad y con alta permea-
bilidad (Amidon, et al., 1995). De acuerdo a los datos
anteriores todos los compuestos pueden atravesar
membranas celulares y en este caso por su liposolu-
bilidad también barrera hematoencefélica lo que se
relaciona con sus efectos toxicos.

Estudios previos indican que los carbamatos in-
hiben la AChE por interacciéon del grupo carbamoilo
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con la enzima teniendo como resultado la inhibicién
enzimatica (Eddleston, et al., 2004), lo cual concuerda
con nuestros resultados, sin embargo en este trabajo
reportamos ademas que esta interacciéon también
puede estar mediada por enlaces tipo n-t cuando los
carbamatos en su estructura poseen grupos bencéni-
cos como lo muestra la Figura 3E.

Algunos de los insecticidas mas ampliamente
utilizados en la historia incluyen los organoclorados,
los cuales dentro de sus caracteristicas fisicas presen-
tan baja solubilidad en agua pero alta solubilidad en
lipidos. Ademas de ser compuestos muy resistentes
a la degradacion, debido a que persisten en el am-
biente por periodos grandes, lo cual se observa en
los parametros fisicoquimicos obtenidos mediante
MOE (tabla 1), se puede apreciar que este compuesto
posee los valores mas negativos de HOMO (-14.9328 +
0.0057) y LUMO (-12.093 + 0.0057) indicando su alta
reactividad asi como su gran estabilidad alcanzando
valores hasta -8044.49kcal/mol, esta estabilidad es la
que aumenta su toxicidad al estar en el ambiente por
periodos mayores; aunado al alto valor de energia de
Gibbs obtenido por el acoplamiento sugiriendo una
gran afinidad por esta enzima.

Nuestros resultados muestran que el pentacloro-
nitrobenceno presenta una interaccién muy similar
con la Tacrina con la acetilcolinesterasa, lo cual esta
relacionado con el tipo de estructura que presenta, ya
que el Intergusan posee un anillo de seis atomos de
carbono asi como un sustituyente nitro, presentando
una estructura muy similar a la Tacrina; que presenta
un anillo de seis carbonos y una amina, lo anterior
favorece la interaccion observada en el acoplamiento
entre los ligandos y la AChE, sin embargo los datos de
afinidad, eficiencia y energia libres arrojados en este
estudio siguieren una mayor afinidad del Intergusan
por la AChE que entre la Tacrina y la AChE (Tabla 2),
demostrando la capacidad de reconocer la AChE y de
este reconocimiento se pueden entender los efectos
secundarios como son: depresién seguida por excita-
bilidad, temblores y finalmente convulsiones (Leibson
et al, 2008)( Coats, 1990).

Los organofosfatos presentan reactividad por la
presencia del atomo de fésforo (P) como parte central
en la actividad biolégica de estos OPs, el atomo de
fésforo es considerado como no reactivo y depende
de la presencia del doble enlace con el oxigeno asi
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como de la unién de un grupo electronegativo, tales
como el nitrégeno o azufre (Figura 1E) que pueden
ser convertidos a un estado electrofilico aumentando
la reactividad del compuesto (Fukuto, 1990), permi-
tiendo que el fésforo se convierta a un estado positivo
de carga, lo cual genera la reactividad del insecticida,
como se aprecia en la Figura 3E los &tomos mas reac-
tivos de este insecticida son el nitr6geno y el oxigeno
de la molécula, los cuales interaccionan con la Ser122
y Tyr121 respectivamente, siendo este compuesto el
que posee la menor afinidad de los cuatro insectici-
das estudiados concordando con la menor energia
libre de Gibbs obtenida por el acoplamiento (Tabla
2). Finalmente, los datos del acoplamiento molecular
sugieren una interaccién entre la enzima AChE (recep-
tor) y los insecticidas evaluados en el sitio activo de la
enzima. Inicialmente se reconstruyo el sitio activo de
la enzima usando el programa MOE y model6 la con-
formacién mas estable de los insecticidas, mediante
el programa VEGA ZZ y MOE. Dicho acoplamiento
mostré que los insecticidas estudiados poseen una
afinidad por la AChE similar a la Tacrina.

Con la informacién obtenida en este estudio se
puede concluir que los insecticidas Pentacloroni-
trobenceno (Interguzan), 2,2-dimetil-2,3-dihidro-
1-benzofurano-7-ilmetil carbamato (Carbofurano),
0-S-dimetil-fosforamidotidato (Metamidofos) y S-metil,
N, N’-dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-oxamidato
(Oxamil) poseen una mayor afinidad a la AChE que
la Tacrina, permitiendo considerar a estos insectici-
das como moléculas con capacidad de inhibir esta
enzima, por lo cual se propone a los insecticidas
carbamatos y organofosfatos como compuestos que
pueden interaccionar e inhibir a la AChE, pero ademas
en este estudio sugerimos al pentacloronitrobenceno
perteneciente a la familia de los organoclorados,
como molécula capaz de generar una interacciéon
favorable con la AChE y la inhibicién de esta enzima,;
proponiendo como mecanismo de accién adicional
a la inhibicién de los canales de cloro la inhibicién de
la AChE como parte del mecanismo de accién para
este insecticida.

El acoplamiento molecular produjo una serie de
conformaciones con los ligandos, lo que representa
los diferentes modos de interaccién dependiendo de
la estructura evaluada. Sobre la base de tales orien-
taciones y el conjunto de interacciones que fueron
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identificados entre los ligandos y los residuos de la
proteina en el sitio activo, se puede sugerir que los
compuestos estudiados (0-S-dimetil-fosforamidotida-
to, Pentacloronitrobenceno, 2,2-dimetil-2,3-dihidro-
1-benzofurano-7-ilmetil carbamato, S-metil, N~,
N’ -dimetil-N-(metilcarbamoloxi)-1-tio-Oxamidato)
son capaces de actuar como bloqueadores de la
entrada del sustrato i6nico (ACh) en el sitio activo
de la AChE inhibiendo su funcién. Ademas, podemos
decir que los principales aminodacidos involucrados
en este reconocimiento molecular entre los insec-
ticidas y la acetilcolinesterasa son: Asp72, Tyr334,
Trp84 y Phe330 y esta interaccién es probablemente
la responsable de la inhibicién enziméatica observada
en estudios in vivo €@
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