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RESUMEN

Los compuestos organofosforados (OPs) pueden causar varios efectos neurotéxicos: (i)
toxicidad colinérgica aguda por la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, (ii) neuropatia
retardada inducida por organofosforados (OPIDN) por la modificacidon covalente de la llamada
esterasa diana de neuropatia (NTE), (iii) efectos neuroconductuales y neuropsicolégicos
asociado con exposicién a dosis medio-bajas de OPs, que no se pueden explicar con las

moléculas diana conocidas; ( iv) la potenciacién de OPIDN , cuya molécula diana se desconoce.

Potencialmente, muchas proteinas podrian interaccionar con los OPs, especialmente en la
familia de enzimas serina esterasas. En nuestro laboratorio se detectaron y discriminaron
cinéticamente distintos componentes enzimaticos en las fracciones solubles y de membrana
de cerebro de pollo que hidrolizan fenilvalerato (PVasa), usando los inhibidores mipafox,
paraoxon y PMSF. Se identificaron tres componentes citosélicos en fraccién soluble (Ea, EB y

Ey) y cuatro en mebranas (EPa, EPB, EPy y EPS).

En este trabajo, se ha observado que la acetiltiocolina, sustrato de colinesterasas, inhibe
parcialmente la actividad PVasa y que el fenilvalerato inhibe parcialmente la actividad
colinesterasa. A fin de comprender la relacidon de los componentes de actividad PVasa con la
actividad colinesterasa, se han discriminado los componentes enzimaticos que hidrolizan
acetilcolina en fracciones soluble y de membranas de cerebro de pollo utilizando los siguientes
inhibidores: mipafox (inductor de OPIDN), paraoxon (no inductor), PMSF (promotor de OPIDN),
iso-OMPA (inhibidor irreversible considerado especifico de butirilcolinesterasa), etopropazina
(inhibidor reversible considerado especifico de butirilcolinesterasa) y BW284c51 (inhibidor
reversible considerado especifico de acetilcolinesterasa). Se ha desarrollado un método para
medir actividad hidrolizante de acetiltiocolina, modificado a partir del método cinético de
Ellman. Se ha elaborado un modelo matematico basado en el mecanismo de inhibicién
reversible que estima las Iso de inhibidores reversibles y que permite ademas discriminar entre
componentes enzimaticos. Se han identificado cuatro componentes colinesterasicos
citosélicos (€CS1, CS2, CS3 y CS4) y tres en membranas (CP1, CP2 y CP3).

De la respuesta a inhibidores y las interacciones entre sustratos, se ha concluido que en
fraccion soluble el componente enzimatico de actividad colinesterasa CS1 corresponde con el
componente enzimatico de actividad PVasa Ea, la butirilcolinesterasa puede ser la responsable
esta actividad. En membranas, el componente EPa podria tener relacion con el componente
enzimatico de actividad colinesterasa CP1. Los demdas componentes PVasa, no parecen

contener ni tener relacidn con los componentes de actividad colinesterasa detectados.
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INTRODUCCION

1.1. COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

1.1.1. Evolucidn histérica de los OPs

La quimica del fosforo se remonta a 1820, cuando Lassaigne estudié por primera vez las

reacciones del alcohol con el acido fosfdrico.

Las investigaciones modernas datan de 1932, afio en que Lange y Krueger sintetizaron los
dimetil y dietil fosfofluoridatos, y por primera vez describieron los efectos nocivos de los OPs
sobre los seres vivos. Las observaciones de los autores de que la inhalacién de los vapores de
estos compuestos causaba una persistente sensacion de ahogo y visién borrosa fue lo que
condujo al aleman Schrader y sus colaboradores en 1937, a investigar la actividad biocida de

estos compuestos.

Las conclusiones a las que se llegaron sobre su toxicidad llevaron a pensar en su uso como
armas de guerra quimica. Por este motivo fueron prohibidos como armamento quimico por la
Convenciéon de Génova de la Liga de las Naciones en 1925, aunque algunos paises se

reservaron el derecho a utilizarlos si eran atacados primero con ellos.

A pesar de tal prohibicién, a finales de los afios 30 y principios de los 40, se siguid investigando
por el mismo Schrader y otros muchos como armas de guerra quimica, llegdndose a sintetizar
unos 300 OPs diferentes con fines militares, de los cuales uno de los mas conocidos es el
Diisopropilfluorofosfato (DFP). Durante la Il Guerra Mundial se crearon en Alemania nuevos

compuestos como el tabun, el sarin y el soman (Bafios J.E., Bosch F.,1992)

En 1944 Schrader sintetizo el paratidon, un compuesto ampliamente utilizado en la agricultura
por su elevada potencia insecticida, su baja volatilidad y su buena estabilidad en el agua. En
1950 se descubrié el malation, también de amplio espectro pero de menor toxicidad para los
mamiferos. En 1947 la compania suiza Geigy descubrié un nuevo grupo de insecticidas, los

carbamatos, que actuaban de forma similar a los OPs, aunque con efectos menos duraderos.
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1.1.2. Estructura quimica y propiedades fisico-quimicas de los compuestos

organofosforados

Los plaguicidas organofosforados (OPs) conforman un amplio grupo de compuestos de
sintesis: amidas, ésteres y derivados tidlicos del acido fosfdrico o fosfénico. Su estructura
quimica, tal y como se muestra en la Figura 1.1., presenta dos grupos R, que generalmente
son grupos alquilo o arilo simples, que pueden estar unidos ambos directamente al &tomo de
fosforo (fosfinatos) o a través de un atomo de oxigeno o azufre (fosfatos o fosforotioatos,

respectivamente)

En los fosforamidatos, al menos uno de los radicales esta unido al atomo de fésforo a través de
un grupo —NR2. El grupo X puede tener diversas estructuras, dentro de diversos grupos
alifaticos, aromaticos o heterociclicos, unido al féosforo mediante un enlace de oxigeno o
azufre, en el caso de los gases de guerra es el flior ¢ el cianuro. Este grupo X, al que se conoce
como “grupo saliente”, es el que se separa cuando el inhibidor reacciona covalentemente con

la proteina diana 6 cuando es hidrolizado quimica 6 enzimaticamente (Figuras 1.2y 1.3)

R, 0O(S)

O P P X
R /
Figura 1.1. Estructura quimica general de los compuestos
organofosforados. R; y R, son generalmente grupos alquilo o

arilo simples. El grupo X puede ser cualquiera dentro de una
amplia variedad de grupos.
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A la forma P=0 del éster se le denomina forma “oxo” y a veces se incorpora al nombre comun,
por ejemplo paraoxon es la forma oxo del paration. La forma P=S es mads estable, asi que
muchos de estos compuestos se sintetizan en esta forma y mediante reacciones metabdlicas

se transforman en la forma oxo que es potencialmente mas toxica (WHO, 1986a).

Sus propiedades quimicas pueden variar considerablemente de unos a otros, pero presentan
algunas caracteristicas comunes. Son sustancias muy liposolubles, lo que favorece su
penetracidn en los organismos, son estables a pH neutro, a pH inferiores a 2 y superiores a 9

pierden estabilidad y se hidrolizan rdpidamente (Lunn y Sansone, 1994)

Su naturaleza electrofilica puede dar lugar a reacciones de sustitucion (fosforilaciones vy
alquilaciones) con reactivos nucleofilicos. Uno de estos reactivos puede ser el agua que puede
producir una hidrélisis a pH alcalino o enzimatica. Asi mismo puede reaccionar con un grupo

—OH de serina perteneciente a carboxilesterasas tipo B causando su inhibicién.

1.1.3. Aplicaciones de los compuestos organofosforados.

Su aplicacién mas habitual e importante se produce en la agricultura, como plaguicidas. Se
emplean como insecticidas, fungicidas y acaricidas, para combatir plagas, eliminar vectores de

enfermedades y a nivel doméstico (Instituto Nacional de Toxicologia 1996).

La cantidad de OPs en uso esta disminuyendo, especialmente en los paises desarrollados.
Desde 1997, ha habido un cambio en el mercado de los OPs y de los carbamatos hacia los
neonicotinoides, acompanado por una clara tendencia hacia una variedad de insecticidas no
neuroactivos. Sin embargo, su importancia probablemente continde durante décadas ya que

son efectivos y de bajo costo (Casida y Durkin., 2013).

Por ejemplo, la cantidad de insecticidas organofosforados utilizados se ha reducido en mas de
un 60% desde 1990, de un estimado de £ 85 millones en 1990 a £ 33 millones en 2007 en los
Estados Unidos. Los OPs han representado alrededor del 35% de los insecticidas utilizados en
el ultimo afio de andlisis, 2007. A pesar de que han aumentado en los Ultimos tres decenios la
cantidad de compuestos que actldan en otras dianas, OPs y metilcarbamatos, permanecen en
lo alto de los niumeros de la lista entre los insecticidas comerciales (Casida y Durkin, 2013;
Grube et al, 2011).
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Las intoxicaciones por OPs son especialmente frecuentes en las zonas agricolas, donde se usan
de forma habitual. Debido a su progresivo uso en los hogares como insecticidas para las
viviendas o para aplicarlos en pequefios jardines, cada vez son mas frecuentes las

intoxicaciones domésticas (Yelamos F. et al, 1992)

Respecto a su uso como armas quimicas, a pesar de que el acuerdo de la Convencién de
Génova fue ratificado por la Conferencia de Paris de 1989 (Hu, H. et al, 1989), en la ultima

década algunos paises y grupos terroristas han vuelto a utilizarlos como armas de guerra.

Los iraquies los utilizaron en las guerras contra Irdn y los kurdos. Grupos terroristas japoneses
utilizaron el sarin en Junio de 1994 en la ciudad de Matsumoto (Morita H. et al, 1995) y en
Marzo de 1995 en el metro de Japdn (Suzuki, T. et al, 1995).

Se ha estudiado el uso de inhibidores reversibles de la colinesterasa (ChEs), como la
piridostigmina, en la profilaxis de soldados expuestos a la guerra quimica en la Guerra del
Golfo Persa (Keeler J.R. et al 1991).

También hay que destacar sus aplicaciones industriales, como plastificantes y aditivos del
petréleo, en la gasolina funcionan como detonantes del proceso de combustion y en los
aceites lubricantes y fluidos hidrdulicos proporcionan resistencia al calor y a las presiones

extremas debido a sus propiedades como estabilizantes térmicos.

Su aspecto terapéutico en medicina humana se basa en su accién anticolinesterasica y se
utilizan en tratamientos de enfermedades como el glaucoma y el Alzheimer, en medicina

veterinaria suelen usarse como parasiticidas.
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1.2. TOXICOCINETICA DE LOS COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS.

Absorcion de los OPs

Un compuesto OP debe alcanzar las moléculas diana para ejercer su accidn téxica. Para ello
debe de penetrar en el organismo, atravesando un gran nimero de barreras y membranas
bioldgicas. Las vias de entrada de estos compuestos a los sistemas bioldgicos son multiples,

incluyendo la digestiva, respiratoria y dérmica.

La entrada a través del tracto gastrointestinal se produce por difusién, en los pulmones por

absorcién y en la piel por difusién simple.

Ahora bien, si tenemos en cuenta su marcado caracter lipofilico, la entrada a través de estas
vias resulta muy sencilla, aunque influyen el tiempo de exposicion y la forma de aplicacién
(Davis y Richarson, 1980).

La absorcién dérmica suele ser mas lenta pero si el tiempo de exposicion es alto, encontramos
mayores tasas de absorcion. La absorcidn aumenta conforme lo hace la temperatura y en
presencia de afecciones de la piel (dermatitis) (Gallo y Larwyk, 1991). En esta via de entrada

también influye la presencia de prendas de vestir asi como de emulsionantes y/o disolventes.

En las intoxicaciones ocupacionales la via cutdnea y respiratoria son las mds importantes.

Distribucidon y acumulacion

Una vez que el compuesto ha penetrado en el organismo su distribucion esta determinada por
su unién a proteinas plasmaticas y otros tejidos y la velocidad con que atraviesan las

membranas celulares.

Los compuestos OPs se almacenan en tejidos ricos en grasas, al menos de forma temporal,
dependiendo de la biodegradabilidad del compuesto. Un ejemplo a modo ilustrativo es el
estudio de la distribucién del paratién marcado con **P realizado por Fiedriksson y Bigelow en
1961. Después de la inyeccion subcutdnea de paration marcado en ratones, se observd que
los mayores niveles de radiactividad se encontraban en sangre, seguidos por la grasa parda
cervical y en las glandulas salivares. De la misma forma, se detectaron altos niveles radiactivos
en higado, rifidn y tejido adiposo. La radiactividad detectada fue menor en las paredes del
tracto gastrointestinal, tiroides, bazo y pulmones, mientras que los niveles fueron minimos en
sistema nervioso central, en tejido muscular y médula éseas. La radiactividad resulté apenas

detectable en timo, glandulas adrenales, piel, bilis y luz intestinal.
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Biotransformacion
Los organofosforados pueden seguir dos procesos metabdlicos:

A) En la Desactivacion o destoxificacion pueden convertirse en un compuesto mas
hidrosoluble y ser excretado, este proceso se lleva a cabo mediante hidrdlisis con
fosfotriesterasas (Vilanova y Sogorb, 1999; Sogorb y Vilanova, 2002) & uniéon a
carboxilesterasas, en ambos casos se produce una ruptura del enlace éster del fdésforo,

produciendo una carga negativa en la molécula.

B) En la Activacion toxica, puede experimentar modificaciones estructurales que le lleven a

aumentar su toxicidad, generalmente implica reacciones de oxidacién e hidroxilacién.

Las principales vias de biotransformacion de los compuestos OPs son: oxidasas de funcién
mixta (MFOs), glutation-S-transferasas e hidrolasas, acetilcolinesterasas (AChE),
carboxilesterasas (CbEs) y fosfotriesterasas. Las relaciones entre todas estas enzimas se

muestran en la Figura 1.2.

tiofosfato oxofosfato
S o (0]
. citocromo P450 I fosfotriesterasa I
Ri —P — X R - P— X — s Ri— P — OH +XOH

| activacion téxica I desactivacion toxica I
R: R: R:

FOSFORILACION FOSFORILACION

DE ESTERASAS DE ESTERASAS
NO VITALES VITALES

DESTOXIFICACION EFECTOS TOXICO

Figura 1.2. Principales vias de activacion téxica y destoxificacion de compuestos
organofosforados.
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Los OPs interaccionan principalmente con dos tipos de hidrolasas: fosfotriesterasas y

carboxilesterasas.

Las fosfotriesterasas catalizan la hidrdlisis de los OPs por la ruptura del enlace éster del grupo
saliente, entre ellas se encuentra la paraoxonasa, cuya funcidn e detoxificacién de

xenobidticos es conocida (Sogorb et al, 1996).

Las carboxilesterasas (CbEs) son hidrolasas que se encuentran ampliamente distribuidas en
tejidos de mamiferos y otras especies incluidos insectos. Pueden interaccionar con los OPs
mediante la esterificacion del residuo de serina situado en el centro activo de la esterasa
(Aldrige y Reiner, 1972). Bloqueando el centro activo y su actividad catalitica queda inhibida.
Cuando las CbEs fosforiladas por estos compuestos no tienen funciones vitales, su fosforilacion
en la practica funciona como un mecanismo de detoxificacion, asi por ejemplo, el incremento
de las CbEs es el mecanismo de adquisicidon de resistencia de los insectos a plaguicidas OPs
(Cuany et al, 1993; Smyth et al, 1994). En el supuesto de que la enzima fosforilada tenga una
funcién bioldgica vital, como es el caso de la acetilcolinesterasa (AChE), se desencadenan
efectos toxicos. De este grupo de enzimas se hard una descripcion mas detallada en los

apartados siguientes.
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1.3. EFECTOS TOXICOS DE LOS COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS.

Reacciones de interaccidn con esterasas

El lugar bioquimico diana de los efectos bioldgicos de un OP generalmente implica la inhibicién
de esterasas mediante fosforilacidon. Este mecanismo es igual para todas ellas y se muestra en

la Figura 1.3 y se pueden distinguir las siguientes reacciones:
1. Formacién del complejo Michaeliano.
2. Fosforilacién de la enzima
3. Reaccidén de reactivacion

4. Reaccion de envejecimiento

0 0
| 1 I
Enzima—OH+X-P—-(OR)2 ——— Enzima-—OH ---X- P — (OR)2
A

o

I
Enzima- O —P —(OR):

0]

Il
Enzima-O-P-0OR

|
0

Figura 1.3. Mecanismo de inhibicion de esterasas por organofosforados

Cuando se ha formado el complejo michaeliano entre la enzima y el OP (reaccién 1), se
fosforila un residuo de serina de la enzima perdiéndose el grupo saliente X (reaccion 2). A
partir de aqui pueden darse dos vias: la de reactivacion (reaccion 3) en la que la enzima se
recupera o una reaccion de envejecimiento (reaccidén 4) en la que se rompe el enlace R-O-P
perdiéndose el grupo R y formandose un residuo fosférico con una carga negativa (Johnson,

1975). La reaccidn 3 puede ser espontanea o inducida por reactivos nucleofilicos.
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Los efectos toxicos mas caracteristicos de los OPs se relacionan con la fosforilacion de las

esterasas (Tabla 1.1) aunque dependiendo del compuesto pueden darse otros tipos de

efectos. Su accidn toxica se puede resumir en:

-Inhibicién de la AChE del sistema nervioso produciendo efectos téxicos inmediatos.

-Inhibicién de la esterasa diana de la neuropatia (NTE) causando efectos téxicos retardados.

-Otros efectos sobre drganos como pulmadn, higado, rifidn, médula dsea, sistema inmunitario,

etc., por mecanismos no muy bien conocidos.

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

Efectos

Sintomas

Aparicion
sintomatologia

Proteina implicada

Colinérgicos

Sindrome
intermedio

Neurotoxicidad
retardada

Otros

Muscarinicos: broncoconstriccion, vémitos...
Nicotinicos: fatiga, temblor, debilidad muscular.

Derivados del SNC: ansiedad, depresion
respiratoria, confusion...

Afeccion muscular: parada respiratoria, debilidad
muscular (cuello y extremidades)

Afeccion motora: debilidad muscular y paralisis
flacida (zona distal extremidades inferiores).

Otros sintomas

Inmediata

24-96h

2-3 semanas

Acetilcolinesterasa

Hiperestimulacion  de
receptores nicotinicos

NTE

Otras

11
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Efectos colinérgicos agudos.

La intoxicacion aguda por OPs se atribuye a un aumento de la acetilcolina enddégena como
consecuencia de la inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE) y la sobreestimulacion
consecuente de las funciones colinérgicas tanto en el sistema nervioso como en los érganos
efectores. Como consecuencia de la inhibicion de la AChE se observa un cuadro clinico
caracteristico de intoxicacién que puede incluir sintomas muscarinicos, nicotinicos y, en
muchos casos, efectos sobre el sistema nervioso central (Tabla 1.2) (Solé-Violan et al, 1985;
Sales et al, 2004).

Niveles de inhibicion de cerca del 70 % de la acetilcolinesterasa nerviosa conducen a la

acumulacién de la acetilcolina en los espacios sindpticos de las uniones neuromusculares.

Tabla 1.2. Efectos de la sobreestimulacion de los receptores de la acetilcolina después de una
exposicion aguda a OPs.

Receptor Sintomas clinicos

Receptores muscarinicos Diarrea, incontinencia urinaria, miosis,
bradicardia, broncoconstriccién, hipotension,
incremento de la movilidad gastrointestinal,
calambres intestinales e hipersalivacion.

Receptores nicotinicos Hipertension, taquicardias, fibrilacion,
necrosis de los musculos estriados.

Ambos Temblores, pérdida de la coordinacién del
movimiento, depresion de la respiracion,
coma, muerte.

12
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Sindrome intermedio

Senanayake y Karalliedde describieron el sindrome intermedio en 1987. El término "sindrome
intermediario" se aplica al cuadro caracterizado por recaida clinica, con gran debilidad
muscular que aparece 24 a 96 horas después de la exposicion. Puede estar asociado a una

terapia insuficiente con oximas (Murat S, Muhammed G., 2001).

Este sindrome aparece generalmente, después de 4-5 dias de iniciado el episodio agudo
téxico; se caracteriza por paralisis respiratoria aguda, debilidad de musculos flexores de la
nuca, lengua y faringe, musculos proximales de las extremidades y musculos del tdrax, con
compromiso de la funcién respiratoria, entre otros. En un estudio prospectivo sobre sindrome
intermedio en intoxicacién por organofosforados realizado por Bleecker, Neucker y Colardyn
en 1993, se demostrdé que el sindrome intermedio sélo ocurre en pacientes con inhibicion
prolongada de la acetilcolinesterasa y la presencia del sindrome no depende del tipo de agente

toxico involucrado. Aldn no se conoce su mecanismo exacto (Karalliede y Henry, 1993).

Neuropatia retardada.

Determinados compuestos OPs, pueden producir ademas de los efectos anteriores
(intoxicacioén colinérgica y/o un sindrome intermedio) una neuropatia de aparicién retardada
(Yelamos F.et al, 1992).También conocida como “neuropatia retardada inducida por OPs”
(OPIDN) (Johnson, 1969b, Johnson, 1982).

Esta neuropatia aparece después de la fase aguda de la intoxicacion, alrededor de la 22-42
semana. Esta producida por la fosforilacién de una enzima conocida como “esterasa diana de
la neuropatia” (NTE) (Johnson, MK., 1982).

Se caracteriza por ser una polineuropatia sensitivo- motora de predominio axonal, de caracter
agudo y bilateral, afecta fundamentalmente a los nervios periféricos (Johnson MK, 1980).

Evoluciona de forma retrégrada y ascendente, pudiendo llegar a afectar al SNC.

Los OPs que son capaces de producir este tipo de efecto se denominan neuropdticos, o
inductores de neuropatia. Si compuestos no neuropaticos, inhibidores de la NTE, se
administran previamente a un OP neurotdxico, ejerce una accién protectora de la capacidad
de inducir OPIDN por este ultimo (Johnson, 1987; Lotti 1992).

Los primeros casos de neurotoxicidad retardada por OPs que se conocen en humanos datan de

finales del siglo XIX, en pacientes tuberculosos tratados con fosfato de Cresota (Lorot C., 1899).

Sin embargo el diagndstico correcto no se hizo hasta unos 30 afios después, al observar la
similitud de esas polineuropatias con las producidas por el triortocresil Fosfato (TOCP)
comercial. Entonces se demostrd que al fabricar fosfato de Cresota se formaba también TOCP

(Mestre B. 1971).

13



INTRODUCCION

En Diciembre de 1946 se registrd la primera intoxicacion por TOCP en Espafia. Afecté a 7
marineros del barco "Sandres", que hacia la travesia entre Barcelona, Valencia y las Baleares, y
gue consumieron por error un aceite que Llevaba TOCP. Todos ellos desarrollaron una

neuropatia retardada, cuyas secuelas fueron seguidas durante 25 afos.

En 1953 se informd de dos casos de neuropatia retardada en un laboratorio destinado a la

produccién de un nuevo OP denominado mipafox.

En 1959 se registraron en Marruecos al menos 10.000 casos de neuropatia en personas que
habian consumido aceite de oliva adulterado con aceites lubricantes para aviones que llevaban
en su composicion TOCP (Smith HV., 1959).

Desde entonces la mayoria de casos de neuropatia retardada por OPs, se han relacionado con
el manejo de los OPs, habiéndose comunicado en todo el mundo numerosos incidentes
aislados de neuropatia por leptofos, tricloronato, clorpirifos, metamidofos y otros (Senanayake
N. and Johnson MK., 1982).

Es posible que los OPs jueguen un papel oscuro pero importante en ciertas neuropatias

ocasionales en trabajadores que manejan disolventes, adhesivos y otros materiales pldsticos.

Aqui se incluiria la denominada " neuropatia del calzado", descrita a finales de los 60 y
principios de los 70 en Italia y Espafia, y que fue achacada (sin fundamento analitico suficiente)
al TOCP. En Espafia se han comunicado también casos de neuropatias por OPs en trabajadores
de impermeables, marroquineria, recauchutado, caucho sintético y cintas adhesivas (Mestre,
B. 1971; Bermejillo M., 1971).

Ademas se ha demostrado la potenciacidn sinérgica para producir neurotoxicidad al asociar los
OPs con otras sustancias habitualmente utilizadas en estas industrias, como el n-hexano
(Abou-Donia, M.B. y Lapadula, D.M., 1990).

En la presente década, debido al uso progresivo de los OPs en los hogares, se han descrito
casos aislados de NR en el dmbito doméstico, como los 8 casos por clorpirifos descritos por
Kaplan en los EE.UU. en 1993.
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Neurotoxicidad Crdnica del Sistema Nervioso Central.

Los efectos téxicos en el SNC a largo plazo relacionados con la exposicion OPs, se reportd por
primera vez cuando, al regresar de la guerra del Golfo en 1991, miles de soldados mostraban
una variedad de signos y sintomas de déficit neurolégico (es decir, déficit de atencion,
dificultades de memoria y trastornos del suefio) que se conocen como enfermedades de la
Guerra del Golfo. A pesar de la exposicion intencional a la piridostigmina, la exposicidn a bajos
niveles de agentes nerviosos OPs se ha asociado con estos efectos (McCauley., 2006; RAC
report., 2008).

En las ultimas décadas, un numero creciente de estudios epidemioldgicos han sugerido que la
exposiciéon de las personas a dosis repetidas de bajo a medio nivel de OPs, puede producir
efectos neuroldgicos y de comportamiento a largo plazo, que afectan el sistema nervioso
central en mayor grado que al sistema nervioso periférico (informe COT., 1999, Colosio et al,
2009; Brown y Brix, 1998; Parrdn et al, 1996; Roldan-Tapia et al, 2006).

Estos efectos también se han observado en el personal militar, trabajadores agricolas
(Bazylewicz-Walczak et al, 2005; Roldan-Tapia et al, 2006; Mackenzie Ross, 2008), y los pilotos
expuestos a aire contaminado con OPs (Mackenzie Ross et al., 2008). Sintomas similares se han
reportado después de la exposicidon aguda al sarin durante el ataque terrorista de Tokio en
1995 (RAC report., 2008).

La mayor parte de la poblacién tiene niveles medibles de metabolitos de OPs en la orina: Barry
su grupo (2004) informaron que el 50% de las personas en EE.UU. tienen niveles medibles de
los metabolitos dialquil fosfato y el 71% del metabolito dietilfosfato. El USDA informé en 2006
que aproximadamente el 73% de las legumbres de frutas frescas, el 61% de los alimentos
procesados y el 66% del agua potable en los EE.UU. contenia niveles detectables de OPs
(USDA., 2005).
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1.4. INHIBIDORES UTILIZADOS.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

El fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Figura 1.4) es un inhibidor irreversible de proteasas y
serin esterasas, se hidroliza rapidamente en tampén tris pH 8 (James, 1978) de modo que es

preparado en disoluciones de alcohol anhidro, isopropanol, o DMSO.

El compuesto se une especificamente a la serina del sitio activo de la proteasa. La molécula de
PMSF se une covalentemente a la enzima, lo que posibilita que el complejo pueda ser
visualizado mediante cristalografia de rayos X, siendo por tanto utilizado como marcador

qguimico para identificar el sitio activo de las proteasas de esta clase.

Causa tanto proteccidn como potenciacién de la neuropatia retardada inducida por
organofosforados, dependiendo de que se dosifique antes o después del OP inductor. Estos
mecanismos son importantes para llegar a entender las potenciales consecuencias
neurotoxicoldgicas de la exposicidon a contaminantes ambientales que no se consideran
neurotoéxicos. EI PMSF es capaz de inhibir un 72% de la actividad fenilvalerato esterasa total de
fraccion soluble de cerebro de manera progresiva con el tiempo (Mangas, I. et al, 2012) e
inactiva la AChE de ratdn pero no de algunos peces como Torpedo californica (Fahrney and
Gold, 1963; Barnett and Rosenberry, 1978; Moss and Fahrney, 1978).

S/F

O

Figura 1.4. Estructura quimica del PMSF (Nimero CAS 329-98-6).

Dietil 4-nitrofenil fosfato (paraoxon).

El paraoxon, (Figura 1.5), se eligié debido a que es el modelo de OP no inductor de OPIDN
usado en el ensayo de la NTE (Johnson., 1974). Es el metabolito activo del plaguicida parationy
el compuesto representativo del grupo dietil de los plaguicidas OPs (Worek et al., 2004).El
paratién fue desarrollado por Farben en 1940 y es usado en la actualidad en muchos paises

como insecticida, principalmente en cultivos hortofruticolas, algoddn y trigo.
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Su toxicidad aguda es: en ratas: DL50 oral (M): 13 mg/kg; (F): 3.6 mg/kgy se ha reportado una

dosis oral de 3-5 mg/kg usualmente fatal en humanos (FAO report., 1969).

O

N
o

Figura 1.5. Estructura quimica del paraoxon. (NiUmero CAS 311-45-5)

N, N¢-diisopropilfosforodiamidofluoridato (Mipafox)

El mipafox (Figura 1.6), se eligi6 como inhibidor OP modelo inductor de OPIDN usado en el

ensayo de NTE. Fue sintetizado y comercializado como insecticida por Merck (The Merck

Index., 1983). Sin embargo fue retirado de los mercados en 1973 como sospechoso de

producir pardlisis en dos trabajadores (Spencer, 1973). Después de este hecho, se ha venido

empleando solo en investigacién de la OPIDN.

O
I

ll\lH
CH(CHs),

Figura 1.6. Estructura quimica del mipafox (Nimero CAS 371-86-8)
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Tetraisopropil fosforamida.

El tetraisopropil fosforamida (Iso-OMPA), (Figura 1.7) es un compuesto hidro y liposoluble, se
le conoce por ser un inhibidor especifico e irreversible (Silver, 1974) de la butirilcolinesterasa
(BuChE) de mamiferos. Por lo que se utiliza frecuentemente en experimentacidon para
determinar la implicacion de la BUChE en los procesos enzimaticos. En estudios llevados a cabo
por Layer en 1992 en cultivos celulares de embriones de pollo, se observé un descenso de la
expresidon de acetilcolinesterasa con iso-OMPA, por lo que se concluyd que la inhibicidn de la
actividad butirilcolinesterasa podria ser un mecanismo de regulacién de la expresidon de
acetilcolinesterasa. El iso-Ompa también reduce significativamente la actividad
carboxilesterasa en cerebro, plasma e higado de ratas e induce la potenciacidn de la toxicidad

del soman (Gupta, 1987) y del DFP en la misma especie (Gupta, 1985).

CH, O  CH,
Il
CH,CHNH— P —NHCHCH,

i
CHyCHNH— P — NHCHCH,
CH, O  CH,

Figura 1.7. Estructura quimica del iso-OMPA (Ntumero CAS: 513-00-8).

Etopropazina.

La Etopropazina, (Figura 1.8) pertenece al grupo de los anticolinérgicos antimuscarinicos de
accion central, y por ello se ubica por sus efectos terapéuticos en el grupo de los
antiparkinsonianos o, mdas genéricamente, antidiscinéticos. Se utiliza para inhibir de forma
especifica la actividad BUChk (Koelle, 1963; Edwards y Brimijoin, 1983). Sin embargo la
inhibicidn con etopropazina cambia, incluso entre diferentes especies de vertebrados y tejidos
(Mikalsen et al 1986). La etopropazina inhibe totalmente la actividad BuChE en suero de
caballo a una concentracién de 5.10 > M y a esa concentracidn no afecta a la actividad AChE,
en el caso de la enzima plasmatica en rata se observa una inhibicion total a una concentracion
de 5.10 ° M.
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Figura 1.8. Estructura quimica de la etopropazina (Niumero CAS: 1094-08-2).

Worek y sus colaboradores (1999), sugieren el uso de etopropazina 20 uM con la finalidad de
inhibir la butirilcolinesterasa (BuChE) humana plasmatica en la medida de actividad

acetilcolinesterasa en sangre.

Sin embargo se observaron diferencias en las tasas de inhibicién entre los distintos fenotipos
descritos de BUuChE humana en suero cuando se utiliza la etopropazina como un inhibidor
selectivo, el fenotipo habitual de BuChE se inhibe el 98% (con etopropazina 20 uM), mientras

que el fenotipo atipico de BUChE se inhibe sélo el 74% (Simeon-Rudolf V. et al 1999).

1,5-bis (4-alildimetilamoniofenil) pentano-3-1 dibromuro (BW284C51).

El BW284C51, este compuesto hidrosoluble es un amonio biscuaternario, cuya estructura
guimica se muestra en la Figura 1.9. Actua como inhibidor reversible de la AChE y afecta de
manera reversible principalmente a los receptores nicotinicos de acetilcolina (Olivera-Bravo et
al, 2005). Es de baja liposolubilidad, caracteristica que dificulta su entrada a las células (Silver,
1974). Este hecho explica porqué después de una larga exposicion al BW284C51 la actividad

acetilcolinesterasa determinada en homogeneizados celulares, no es cero.

Figura 1.9. Estructura quimica del BW284C51 (Numero CAS: 402-40-4)
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Este compuesto se ha utilizado para comprobar las localizaciones tisulares de la AChE debido a
las diferencias significativas entre las estructuras y funciones encontradas en las diferentes
colinesterasas de especies de vertebrados (Koelle, 1963; Mikalsen et al., 1986, Radic et al.,
1993; Dupree y Bighee, 1994). Su alta especificidad permite la discriminacién entre AChE y
BuChE. La unidn del BW284C51 depende de la presencia de determinados residuos de amino-

acidos en los sitios cataliticos y periféricos de la enzima (Radic et al, 1993; Eichler et al, 1994).

Sin embargo, no se han descrito otras funciones para BW284C51 que no sean de inhibicion de
AChE, aunque existe significativa similitud estructural y funcional con este compuesto y otros
inhibidores de colinesterasas que se comportan como moduladores del receptor nicotinico de

AChE, especialmente aquellos con grupos de amonio cuaternario.
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1.5. ESTERASAS.

1.5.1. Esterasas que interaccionan con organofosforados

Las esterasas son un grupo dentro de las Hidrolasas que comprende mds de 60 enzimas

diferentes que a su vez se distribuyen en subgrupos (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Clasificacion de hidrolasas segun la IUB

GRUPO 3 HIDROLASAS

3.1. ESTERASAS

3.1.1. HIDROLASAS DE ESTERES CARBOXILICOS

3.1.1.1. Carboxilesterasas

3.1.1.7. Acetilcolinesterasas

3.1.1.8. Colinesterasas

3.1.8. HIDROLASAS DE TRIESTERES FOSFORICOS

(Fosfotriesterasas)

La diferenciacion y sistematizacion de las esterasas que interactian con OPs, es de una
importancia considerable, tanto para entender sus efectos biolégicos como los mecanismos de

biodegradacion.

Desde un punto de vista toxicoldgico, las esterasas se clasificas en tres grandes categorias
(Reiner et al, 1993):

A Esterasas: aquellas que pueden utilizar organofosforados como sustrato e interaccionan
hidrolizandolos.
B Esterasas: aquellas que son inhibidas por los organofosforados.

C Esterasas: no interaccionan con organofosforados (Aldridge, 1993; Walker et al., 1997).

Aldrige (1953) clasificd a las esterasas que hidrolizan OPs en dos grupos en funcién de su
interaccion con estos compuestos: hidrolizando OPs sin ser inhibidas por éstos (A-esterasas), o
bien pueden interaccionar de manera covalente mediante la esterificacion de un residuo de

serina situado en el centro activo de la esterasa (B-esterasas) (Aldrige y Reiner, 1972).
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En ambos casos, los OPs se comportan como sustratos de las enzimas; en las A-esterasas los
OPs son biotransformados (liberacion de un grupo saliente y 4cido). Mientras que en las B-

esterasas los OPs forman un complejo enzima-sustrato irreversible.

AChE

‘|{ NTE
4

Dianas de neurotoxicidad
De OPs

BuChE

S

~ Otras PVasas

] \

Otras
dianas
desconocidas

Otras serin ,

hidrolasas

Receptor CB1

Figura 1.10. Dianas de los compuestos organofosforados. (Fuente: tesis doctoral I. Mangas).

Los efectos toxicos de los OPs pueden ser sobre dianas conocidas (inhibicién de la AChE o de la

NTE) o sobre dianas aun desconocidas. (Figura 1.10).

La AChE es diana tanto de los OPs como de los carbamatos y como consecuencia de su

inhibicidn se producen los sindromes colinérgicos.
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Papel de la AChE en el impulso nervioso

El impulso nervioso, de naturaleza eléctrica, no puede transmitirse directamente a la
membrana postsindptica debido a que existe un espacio entre las membranas pre vy
postsindptica (Figura 1.11.), se requiere de la liberacion de una substancia Ilamada
neurotransmisor que llega a la membrana postsindptica y se une a un receptor especifico;
como resultado de esta interaccidn, la neurona postsindptica cambia su potencial de
membrana (Hodgkin y Huxley, 1952; Amstrong, 1992; Hille, 1992)

La acetilcolina es uno de los neurotransmisores que interviene en el proceso (Dale, H.H,,
1914), la neurotransmision mediada por AChE es fundamental en la funcion del SNC; su
interrupcion abrupta es letal y su pérdida gradual estd asociada al deterioro cognitivo
progresivo, autondmico y a la funcidn neuromuscular, como en multiples atrofias y en la
enfermedad de Alzheimer (Sdnchez-Chavez y Salceda, 2008). La AChE hidroliza rapidamente a

la acetilcolina en acetato y colina, regulando la concentracion de este neurotransmisor en la

sinapsis.

Figura 1.11. Transmisién del impulso nervioso (Fuente: http://larafranciscobiol.blogspot.com.es Mayo
2014).

Por el contrario aun no se conoce el papel fisiolégico que desempefia la BUChE y aunque
algunos datos sugieren que participa en procesos de detoxificacidn su ausencia o bajos niveles
en determinados individuos, aparentemente no supone consecuencias (Lockridge, O. et al,
2005).
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Otra de las esterasas que son inhibidas por los OPs, es la esterasa diana de la neuropatia (NTE),
su inhibicidn y posterior envejecimiento produce la llamada neuropatia retardada inducida por
OPs (OPIDP) (Johnson, 1969b, Johnson, 1982).

La relacién existente entre las carboxilesterasas y las colinesterasas empieza por que ambas
contienen un resto de serina en su centro activo, ademas de sus similitudes en el mecanismo
catalitico (Augustinsson 1968), estos hechos llevaron a plantear una teoria en la que ambos
enzimas habrian evolucionado a partir de una serin-proteina Unica. Durante todo el proceso
que dio lugar a las formas actuales, los grupos se diferenciaron al adquirir las colinesterasas el

centro anidnico, lo que las capacitd para unirse a sustratos catiénicos.

Augustinsson demostrd que las BUChE (también llamadas pseudocolinesterasas) de diferentes
especies animales, exhibian diferencias de especificidad frente a los colinésteres asi como de
sensibilidad ante inhibidores, las butirilcolinesterasas de diferentes especies fueron

homogéneas respecto a esas propiedades.

Concluyd afirmando que las diferencias en cuanto al comportamiento de estas colinesterasas
se debian a cambios producidos por mutaciones, siendo la BUChE la forma mdas especializada
de pseudocolinesterasas. Parece probable que los centros activos de acetil y
butirilcolinesterasas sean similares respecto al centro del éster, aunque bien la propia
naturaleza del centro anidnico, o bien los restos aminoacidicos que rodean a este centro

podrian ser diferentes.

En 1970 Kingsbury, incluso admitié la posibilidad de un desarrollo filogenético comun para
todas las esterasas, a partir de una esterasa ancestral comun. En las secciones siguientes se

describen con mas detalle las colinesterasas y carboxilesterasas.
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1.5.2. Colinesterasas (E.C.3.1.1.7, E.C.1.1.8.)

La definicidn y posterior clasificacion de las colinesterasas tuvo su origen en el descubrimiento
hecho por Galehr y Plattner (1927) de la distinta especificidad de sustrato que poseian las

esterasas de sangre completa y de suero.

Algunos afios después, en 1932, se llevd a cabo la preparacion de una enzima de suero de
caballo, cuya actividad era la hidrdlisis de ésteres de colina, especificamente, ademas, esta
enzima también era capaz de hidrolizar la butirilcolina, de manera mas rdpida que la

acetilcolina (Stedman y Easson, 1932)

Desde entonces este grupo de enzimas son objeto de numerosas investigaciones: estructura
molecular, biologia celular, distribucién en tejidos, etc... pero también son muchas las

cuestiones sin resolver.

Las colinesterasas (Figura 1.12.), constituyen una familia de esterasas pertenecientes al grupo
de las B esterasas, que hidrolizan ésteres de colina de forma mds activa que a otro tipo de

ésteres, sus sustratos mas importantes son: acetilcolina, butirilcolina, succinilcolina,....

Se diferencian de otras esterasas por la fuerte inhibicion que experimentan a bajas
concentraciones (10°M) del alcaloide natural fisostigmina, un carbamato conocido como
eserina. Se caracterizan por tener un resto de serina en el sitio activo. En vertebrados se

distinguen, la acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa.

No hay relacién alguna entre la distribucion de ambas colinesterasas en los tejidos. La AChE es

predominante en musculo y sistema nervioso, en donde los niveles de BUuChE son menores. La

BuChE estd presente en otros tejidos, como el higado y después de ser sintetizada y es

secretada al plasma.

El Unico sustrato natural de la AChE (E.C. 3.1.1.7.) es la acetilcolina, aunque también es capaz
de hidrolizar butiriltiocolina, B-metiltiocolina, propionilcolina y a los analogos tiocolina de los

tres compuestos (Repetto, M., 1995).

La butirilcolinesterasa (E.C. 3.1.1.8.), también conocida como pseudocolinesterasa y
colinesterasa plasmatica no actua sobre la B-metiltiocolina (Alles y Hawes, 1940). La BUChE de
mamiferos hidroliza la butirilcolina 4 veces mas rapido que a la acetilcolina (Massoulié et al,
1993 y 2005). Otra forma de distinguir ambas enzimas es por sus inhibidores; la
butirilcolinesterasa es inhibida por la quinina, la etopropazina y el iso-OMPA (Vellom et al,
1993; Radic et al, 1993), que no influyen en la AChE de mamiferos. El BW284C51 inhibe
fuertemente la acetilcolinesterasa que ademas también experimenta un efecto de inhibicién
por exceso de sustrato, por el contrario la BUChE es activada por la concentracidn de sustrato
(Radic y Taylor, 2006).
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Figura 1.12. Estructuras de butirilcolinesterasa (A) y acetilcolinesterasa (B).

(Fuente: http://www.proteopedia.org Mayo 2014).

Ambas enzimas son codificadas por genes distintos, en vertebrados superiores, en insectos y
nematodos pueden existir multiples genes que codifican la AChE (Taylor y Radic, 1994). En
todos los grupos animales que se han estudiado existen enzimas capaces de hidrolizar
acetilcolina (Silver 1974), pero los criterios establecidos para vertebrados, no son aplicables en
el resto, de hecho en invertebrados, la mayoria de los insectos poseen una sola colinesterasa
con una preferencia de sustrato intermedia entre la AChE y la BuChE (Hall, 1986), tenemos el
ejemplo de la Drosophila (Greenspan et al, 1980). En el nematodo Caenorhabditis elegans se
han encontrado cuatro genes de AChE (Arpagaus y col., 1998), y en Sepia officinalis se postula
la existencia tanto de AChE como de BuChE (Kling, 1986). En muchas especies de peces, tanto

dseos como cartilaginosos, existen colinesterasas con propiedades intermedias.

La dualidad de ambas esta sélo bien definida en vertebrados superiores (Massoulié et al, 1993;
Thompson et al, 1991; Moralev et al, 2007).

Tres dominios definidos sobre la acetilcolinesterasa constituyen sitios de fijacion para ligandos
inhibidores y fundamentan las diferencias de especificidad entre AChE y BuChE: el saco acilo
del centro activo, el subsitio de la colina sobre el centro activo y el sitio aniénico periférico
(Taylor y Radic, 1994).

La Tabla 1.4 muestra las principales diferencias entre ambas enzimas, tal y como se conocen

en mamiferos.
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Tabla 1.4. Propiedades y diferencias de acetil y butirilcolinesterasa. (Fuente: C. Vidal, 1981.)

Acetilcolinesterasa

Butirilcolinesterasa

Nombre sistematico
Numero E.C.

Sustrato optimo

Exceso de sustrato
Acetil-B-metilcolina
Benzoilcolina

pH 6ptimo

Inhibicion por BW284C51

Tejidos con alta actividad

Acetilcolina:acetilhidrolasa
3.1.1.7.

Acetilcolina

Inhibicidn

Sustrato

No sustrato

7.5-8.0

Inhibicién fuerte

Eritrocitos, tejido nervioso

Acilcolina:acilhidrolasa
3.1.1.8.

Butiril o propionilcolina
No inhibicién

No sustrato

Sustrato

8.5

Inhibicién débil

Suero  sanguineo, pancreas,

. - . higado, corazon.
Musculo esquelético, timo, gado,

placenta

El principal mecanismo de accidén de los OPs en la inhibicidn de la AChE fue descubierto por
DuBois (1947). La inhibicién de la actividad AChE cerebral o neuromuscular, mas allad del 70-
90% es generalmente letal (Casida et al 2005). El papel fundamental que desempefia la
acetilcolinesterasa es la destruccion de manera rdpida de la acetilcolina en las terminaciones
sindpticas (Siegel GJ, 1989).

Adicionalmente a su funcién colinérgica convencional, la AChE participa en procesos de
desarrollo y su secuencia contiene un dominio que se presenta en proteinas de adhesion
celular como la glutactina, la neurotactina, la gliotactina y las neuroliginas (Sanchez, G.,
Salceda, R., 2008). Cambios en su concentracién o propiedades se presentan en algunas

neuropatologias como el Alzheimer, Parkinson y miastenia gravis (Silman, I., 1987).
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La AChE de humanos presenta dos formas moleculares y se ha demostrado que un Unico gen
codifica todos los tipos de AChE (Schumacher et al., 1986; Massoulié et al 1993; Taylor y Radic,
1994), sin embargo existe una gran diversidad molecular como consecuencia de un
procesamiento alternativo del RNAm. Las distintas formas difieren tan sélo en su extremo
carboxilo-terminal, la porcién de gen que codifica el sitio catalitico es invariable, por lo tanto,
todas las formas de la enzima muestran idéntica especificidad en cuanto a substrato e
inhibidor (Schumacher et al, 1986; Gibney et al 1988).

Por otro lado, el gen que codifica la BUChE es diferente, aunque estructuralmente relacionado
(Lockridge et al., 1987) al de la AChE.

Se han sugerido numerosos papeles que la BuChE podria estar desempenando, desde su
implicacion en el metabolismo de lipoproteinas (Kutty y Payne, 1994), pasando por adhesiones
celulares (Tsigelny et al, 2000), hasta su participacion en procesos de destoxificacidon mediante
actividades cataliticas no colinérgicas, la BuChE plasmatica participa activamente en la

degradacion de la cocaina (Gatley et al 1991).

Mecanismo de accidn de las colinesterasas

Las colinesterasas son serin hidrolasas. La hidrélisis de un éster de colina por estas enzimas,
transcurre en dos etapas: en la primera se forma un complejo intermedio acil-enzima, ya que
el grupo acilo queda unido de forma covalente a la serina de centro activo, en la segunda

etapa se libera el grupo acilo (Schwarz et al, 1995)

En la 12 etapa de la reaccidn, el resto de Ser del centro activo de la acetilcolinesterasa
reacciona con la acetilcolina, generandose un intermedio acetil-enzima y la liberacién de la

colina (Rosenberry, 1975a)

Paso 1: Acetilcolina + enzima (Acetilcolinesterasa) ------ > Colina + Acetilcolinesterasa acetilada

En la 22 etapa de la reaccion se produce la hidrdlisis de la acetil-enzima, regenerandose la

acetilcolinesterasa y liberandose el acetato.

Paso 2: Acetilcolinesterasa acetilada + H,0 ------ > Acetilcolinesterasa + acido acético

Este mecanismo de accidn es caracteristico de las serin-proteasas.
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Segun el modelo cldsico, el centro activo de la AChE esta formado por dos subsitios, el
subcentro esterdsico que contiene la serina y es el responsable del mecanismo catalitico y el
subcentro anidénico que une el nitréogeno cuaternario de la acetilcolina. Ademas se ha
identificado en la acetilcolinesterasa un sitio anidnico periférico relacionado con mecanismos
alostéricos de inhibicion (Changeux, 1966), este sitio parece que estaria implicado en la
formacién de un complejo inicial que facilitaria la transferencia del sustrato hacia el centro

catalitico que estaria en el interior de la molécula (Haas et al, 1992).

Se ha llegado a sugerir que este sitio anidnico sea el responsable de la inhibicidn por exceso de
sustrato (Radic et al, 1991).

Las diferencias en la composicion y estructura del hueco catalitico entre la AChE y la BuChE
explicarian la capacidad de la butiril para acomodar un mayor nimero de sustratos artificiales.

A pesar de esto todo parece indicar que el mecanismo es similar en ambas enzimas.

Inhibicidn de las colinesterasas

La inhibicion de estas enzimas por OPs, carbamatos y otros compuestos organicos e
inorganicos, es uno de los temas mas estudiados desde su descubrimiento, sin embargo,

siguen existiendo numerosas lagunas a medida que se va avanzando en su conocimiento.

Desde el punto de vista clinico, su interés radica en la posibilidad de su utilizacién como indice
de exposicion humana en el drea de la medicina ocupacional. En general los farmacos que
inhiben las colinesterasas se denominan anticolinesterasas (anti-ChE). Los agentes anti-ChE se
han utilizado como agentes tdxicos en forma de insecticidas agricolas y de gases nerviosos en
la “guerra quimica”; pero también otros compuestos pertenecientes a esta misma clase se

utilizan con fines terapéuticos (Taylor P., 1996).

Podemos dividir en dos grupos los inhibidores de las colinesterasas, seglin sean reversibles o

irreversibles. Se consideran irreversibles todos los compuestos organofosforados.

1. Inhibidores Reversibles: los inhibidores reversibles forman complejos no covalentes
con la enzima en el fondo del sitio activo, en el reborde del sitio periférico é abarcan los 2
sitios. La mayoria de las asociaciones con inhibidores reversibles de las colinesterasas tienen
una difusion limitada. El equilibrio de la unién para estos complejos se establece rapidamente
y sdlo la magnitud de su tasa de disociacion controla la afinidad de la unién, con constantes de

disociacién encontradas en el rango de uM a nM (Radic y Taylor, 2001).

Un grupo diferente de inhibidores reversibles (fasciculinas, triazoles y trifluoroacetofenonas)
se disocian muy lentamente de la enzima (horas, dias e incluso semanas), las afinidades de

éstos por las colinesterasas son excepcionalmente altas (Radic y Taylor, 2006).
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2. Inhibidores Irreversibles: son sustratos que deacilan la serina del centro activo,
produciendo una ocupacién prolongada del centro activo de la enzima incapacitandola para
hidrolizar acetilcolina (Aldrigde y Reiner, 1972). Un ejemplo de este tipo de inhibicidn son los
OPs y carbamatos. Algunos plaguicidas como el malatidon y paratidon, experimentan una
oxidacion in vivo por el citocromo P450, formando la forma activa oxo (malaoxon y paraoxon)

gue desencadena los efectos toxicos.

Determinados OPs se usan también como agentes de guerra nerviosos y algunos pueden
producir las llamadas reacciones de envejecimiento (Aldrigde y Reiner, 1972). La actividad
catalitica de la enzima fosforilada se puede restaurar por deacilaciéon espontanea en agua ¢
por el uso de agentes nucleofilicos (oximas). El proceso de envejecimiento de los gases
nerviosos, como el soman, es muy rapido y tiene lugar en minutos, mientras que el de

plaguicidas como el paraoxon, puede llevar dias (Nachon et al, 2005).
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1.5.3. Carboxilesterasas (E.C.3.1.1.1.)

Son esterasas que poseen una amplia especificidad de sustrato y que actuan sobre ésteres
carboxilicos de cadena corta liberando los acidos correspondientes. Hasta la fecha, no se han
definido ni identificado sustratos endégenos para estas enzimas (Cashman J. et al, 1996). Las
carboxilesterasas de mamiferos representan una familia multigénica. Poseen, en su
estructura, una triada de residuos de aminodacidos esenciales (Serina, histidina y acido
glutamico) para el desempefio de su actividad catalitica, de hecho la mutacién en alguno de
estos residuos se traduce en la pérdida de actividad (Redinbo, M.R. et al, 2005). Presentan una
amplia especificidad de sustrato y muestran una alta expresion den higado de mamiferos. En
roedores se han identificado varias de estas enzimas altamente homdlogas que exhiben
especificidades del sustrato superpuestas (Mentlein, R. et al 1980; Robbi, M. et al 1983;
Hosokawa, M. et al 1987; Morgan E.W. et al 1994; Sanghani, SP. et al, 2002).

Las carboxilesterasas (CbE) juegan un papel importante en la detoxificacion y tolerancia a
algunos plaguicidas y drogas (Walker et al., 2001). Muchos xenobidticos son metabolizados
por estas enzimas, por lo que la alteracién de su actividad tiene muchas implicaciones

clinico/toxicoldgicas.

Se han identificado dos carboxilesterasas mayoritarias en higado de mamifero: hCbE-1 y hCbE-
2 (Brzezinski, MR. et al 1994; Pindel, E.V. et al, 1997), mientras que una tercera
carboxilesterasa hepdtica se ha aislado recientemente (Sanghani, S.P. et al, 2004). Las dos
formas hepaticas (hCbE-1 y hCbE-2) en mamiferos muestran capacidad de interacciéon con

piretroides, a diferencia de las colinesterasas humanas (Ross, M.K. et al 2005).

Aldrige demostro la existencia de diferentes esterasas en tejidos de cerebro de pollo que eran
inhibidas por bajas concentraciones de phenyl saligenin fosfato y DFP (Poulsen and Aldridge,
1964; Aldridge, 1964. La NTE fue hallada por primera vez por Johnson (1969) mediante unos
experimentos de marcaje con (*’P)-DFP de las proteinas presentes en homogenizados de
cerebro de gallina adulta (Johnson., 1977) en los que se buscaba la diana molecular de la
OPIDN.

Las investigaciones de los efectos de inhibicion en la actividades carboxilesterasas
proporcionan informacién muy util para la prediccion in vivo de las interacciones de drogas y

para el desarrollo de éstas (Takahashi et al, 2009).

El fenilvalerato es un éster carboxilico que se usa como sustrato para la deteccién de la NTE y
de otras enzimas sensibles a OPs (Johnson, 1974; Escudero, 1996). Se han observado otras
carboxilesterasas que hidrolizan fenilvalerato y que son sensibles a OPs adoptando el mismo

criterio operacional que para discriminar la NTE.
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Se han medido actividades fenilvalerato esterasas sensibles a OPs en fraccién soluble y de
membrana de cerebro, médula espinal, nervio ciatico de pollo y suero (Escudero et al, 19973,
1997b, Estévez et al 1999, 2004, 2010, 2011; Barril et al 1999; Garcia-Pérez et al 2003).
Ademas se ha llevado a cabo la discriminacidon de componentes sensibles en cerebro, médulay
cidtico en fracciéon soluble y de membrana con paraoxon (como modelo de OP no
neuropatico), mipafox (modelo de OP neuropatico) y PMSF (como modelo de OP potenciador
de neuropatia) (Céspedes et al, 1997; Mangas et al, 2012, 2014). Para discriminar entre la NTE
y otras actividades fenilvalerato esterasas se disefiaron dos ensayos diferentes: un ensayo
concurrente donde se incuban el paraoxon y el mipafox con el compuesto a testar y otro

ensayo secuencial (Vilanova et al, 1999).

Mediante estos ensayos se ha llegado a discriminar hasta cuatro componentes
carboxilesterasas diferentes en membrana de cerebro (Mangas et al 2013a). Se ha demostrado
que existen altos niveles de actividad PVasa en fraccidn soluble de nervio ciatico de pollo y

suero (Estévez et al, 2012, Garcia-Pérez et al, 2003).

Figura 1.13. Carboxilesterasa de Pseudomonas flourescens. Fuente: http://commons.wikimedia.org,
Mayo 2014.
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1.6. ANTECEDENTES

Discriminacion de componentes enzimdticos esterdsicos.

Carboxilesterasas y otras serin hidrolasas de cerebro han recibido especial atencién en la
busqueda de dianas (AChE, BUChE, NTE, etc.) de los efectos neurotéxicos de OPs. La proteina
diana de la OPIDP (NTE) fue la primera encontrada entre las esterasas de cerebro de pollo
(Johnson, 1969,1982).

El interés de las enzimas de sistema nervioso de pollo se debe a que es la especie establecida
para los ensayos de neurotoxicidad retardada de OPs (OCDE 418, 419).

En los ultimos afios en nuestro laboratorio se han llevado a cabo una serie de trabajos con el
objetivo de caracterizar el amplio grupo de las fenilvalerato esterasas. Las investigaciones se
han realizado en cerebro de pollo utilizando paraoxon, mipafox y PMSF; y han proporcionado
evidencias de que la mayoria de esterasas que hidrolizan fenilvalerato son altamente sensibles

a uno o varios de estos inhibidores.

El conocimiento del comportamiento cinético de las esterasas de cerebro de pollo con estos
modelos de inhibidor es esencial para ser capaces de identificar y purificar potenciales
proteinas diana con el objetivo de evaluar la potencia de los inhibidores y disefiar estrategias
de terapia y prevencion. (Sogorb et al, 2004; Worek et al 2004,2007).

Se han determinado componentes susceptibles, diferenciados por sus constantes de inhibicidn
y reactivacion espontdnea, en cerebro de pollo (Mangas, I. et al, 2011; 2012a; 2012b; 2013a)
aplicando la estrategia y los modelos cinéticos descritos previamente por Estévez y Vilanova
(2009). Estos modelos cinéticos se habian usado para discriminar esterasas sensibles en nervio
periférico y suero de pollo (Estévez et al, 2004; 2009; 2010; 2011; 2012; Garcia et al 2003).

El nUmero de componentes enzimaticos es el mismo que el de inhibidores y los parametros
cinéticos estimados para cada inhibidor son comparables en diferentes tipos de experimentos.
Estos modelos cinéticos pueden aplicarse para discriminar esterasas sensibles a OPs o a otros
inhibidores esterasicos, en otros tejidos y especies. Este procedimiento experimental ha
demostrado ser una herramienta de utilidad para identificar biomarcadores potenciales del

exposicidn o toxicidad de OPs.

En estas caracterizaciones se ha discriminado la existencia de diferentes componentes
enzimaticos con comportamientos distintos frente a mipafox, paraoxon y PMSF: tres en
fraccion soluble (nombrados como Ea, EB y Ey, Mangas et al, 2011; Mangas et al, 2012b)
(Tabla 1.5) y cuatro en membrana (nombrados como EPa, EPB, EPy y EPS) (Tabla 1.6).

La identificacion molecular de las proteinas responsables de estos componentes esterasicos

enzimaticos es un objetivo a largo plazo de nuestro grupo.
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Hasta el momento, Unicamente se ha identificado EPy como la NTE y se han obtenido datos

que sugieren que Ea podria ser butirilcolinesterasa (Mangas, ., tesis doctoral 2014).

Para los otros seis componentes, la identificacion molecular permanece desconocida y sigue en

estudio.

Tabla 1.5. Discriminacidn de tres componentes esterasicos enzimaticos en fraccion soluble de cerebro.

Amplitud del PARAXON 50 (30 MIPAFOX PMSF
componente min) * 150 (30min) * 150 (20min) *
Ea 11-28% 9-11nM(r) 4 nM R
EB 61-84% 1216 nM R 70 uM
Ey 5-11% R 3398 nM 447 uM

(r) Reactivacidon espontanea; R= Resistente a las mayores concentraciones de inhibidor.
* Fuentes: Mangas et al., 2011; * Mangas et al., 2012b

Tabla 1.6. Discriminacién de cuatro componentes esterdsicos enzimaticos en fraccion de membrana

de cerebro.
Amplitud del PARAXON MIPAFOX PMSF
componente 150 (30 min) # 150 (30min) # 150 (20min)*
EPa 4-8 % 15-43 nM( r) 29 nM R
EPB 38-41 % 1540 nM R 138 uM
EPy 39-48 % R 6601 nM 23 uM
EPS 10 % R R R

(r) Reactivacidon espontdnea; R= Resistente a las mayores concentraciones de inhibidor.
# Fuentes: Mangas et al., 2012a* Mangas et al., 2013a.
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MODELOS MATEMATICOS

2.1. MODELO MATEMATICO DE LA INHIBICION DE ESTERASAS POR
ORGANOFOSFORADOS. INHIBICION IRREVERSIBLE

Cinética de las reacciones de fosforilacion

La interaccién caracteristica de compuestos organofosforados con esterasas implica la

organofosforilacién por las reacciones descritas anteriormente en la Figura 1.3.

Desde el punto de vista cinético se puede expresar como:

K+1 ka2
E+1 ——= [E~]] == E-P + X
k-1

Donde E representa la enzima, I el inhibidor organofosforado, k1 y K_; las constantes de las
reacciones del equilibrio de formacién y disociacion del complejo tipo Michaeliano, y Kk la

constante de la reaccion de fosforilacion.

Habitualmente la formaciéon del complejo tipo Michaeliano [E ---I] no es significativa por
varios factores: (a) la solubilidad del inhibidor es baja y por ello no se puede alcanzar una
concentracion de inhibidor suficiente para saturar la reaccién; (b) la afinidad es baja, ya que el
xenobidtico no es el ligando habitual de la enzima; y (c) la reaccién de fosforilacién es mas

rapida que la de formacidn del complejo Michaeliano.

En algunos casos (por ejemplo la inhibicion de la acetilcolinesterasa por inhibidores de alta
afinidad), el complejo intermedio reversible es cinéticamente significativo. Por el contrario
cuando la afinidad es baja (ky1 / k_1 < K3), 0 no hay concentracién de inhibidor suficiente
para detectar la saturacién de la enzima la formacion del complejo Michaeliano no es

significativa.

El mecanismo aparente desde el punto de vista cinético puede representarse por:

ky
E+1 — E-P + X

Donde k; representa la constante de segundo orden. Si se asume que | >> E (la concentracidn
de inhibidor es mucho mayor que la de enzima), I no disminuye significativamente con el
tiempo mientras que E disminuye de forma detectable. Asi, la enzima sufrira una inhibicidn

progresiva con el tiempo segun una cinética de segundo orden respectoa E e I.
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Consecuentemente la reaccién biomolecular entre la enzima y el inhibidor (OP) pasa a tener la
concentracién de enzima activa como Unica variable dependiente durante el tiempo de

inhibicion. Asi, la ley cinética de la velocidad de inactivacidn de E con el tiempo seria:

—dE
V_T_klEI [EC.Z.l]y
L= k- 1-dt [Ec. 2.2]

Integrando entre tyy ty entre Eq y E:

In(2)= —k 1-dt [Ec. 2.3]

E '
In (E—) = —ky-[-dt= —k;'-1 [Ec. 2.4]

Siendo (kq -t = K’¢) la constante de primer orden.

O expresado de forma exponencial como:

E_ ok [Ec. 2.5] 0 bien
Eo
E=E,- e(-ki D) [Ec. 2.6]

En términos de porcentaje de actividad la ecuacién es:

100 - = = (% Actividad) = 100 - ek D [Ec. 2.7] o bien
0
(% Actividad) ==+ 100 - e(*a D [Ec. 2.8]
t
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Sistemas que contienen mds de un componente enzimdtico

En una preparacidn bioldgica, la actividad esterasa habitualmente no corresponde con un solo
tipo de enzimas, sino que existen varias fracciones de enzimas o grupos de enzimas con
diferentes sensibilidades al inhibidor o incluso alguna fraccion de enzimas prdacticamente
resistente. En estas situaciones cada uno de los componentes sensibles sigue un

comportamiento exponencial equivalente a la ecuacién:

E_ oG] [Ec. 2.9]

0

La actividad residual después de un tiempo de inhibicién serd la suma de las actividades

residuales de cada componente enzimatico.
E= E1 + E2 + ...+ ER [EC. 2.10]

Asi, por ejemplo, un sistema con dos componentes enzimaticos, uno sensible (E4) y uno
resistente (Egr) a una concentracidon de inhibidor I, se puede describir por la siguiente

ecuacion:
(% Actividad) = 100+ = = Ey - e% D 4 By [Ec. 2.11]
0

Y en un sistema con tres componentes enzimaticos, dos sensibles (E; y E;) y uno resistente
(Eg), el comportamiento de las distintas curvas de inhibicidon se describe por la siguiente

ecuacion:

(% Actividad) = 100 - EE = Eq, - e(-ki D + Ey, - e(-kz D + Er [Ec.2.12]
0
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Andlogamente, en un sistema con mas proporciones de enzimas, el comportamiento de las

distintas curvas de inhibicidén vendra descrito por:
(% Actividad) = E,, - e} D 4 E, - e(k2 D 4 E; . e(ks D LBy [Ec. 2.13]

Donde Eq,, E;, y E3, representan la proporcion (amplitud) de enzimas de cada componente
sensible, Eg representa la amplitud del componente resistente de enzima a la concentracidn
de inhibidor utilizada (I); K¢', K3' y K3’ repesentan las constantes de inhibicidn de primer
orden para cada componente enzimatico. Se deben aplicar una serie de restricciones: k4’, K5’,
k3', Eq,, Ez,, E3, ¥y Er > 0; y (Eq, + Ep + E3 + ... + Eg) = 100. Y la concentracion a la cual se
inhibe un 50 % de la actividad enzimatica total del componente I5y para un tiempo t de

preincubacién de 30 min se puede deducir mediante la ecuacion:

(1B In2
50 kll

En estas situaciones, cuando hay mas de un componente enzimatico el comportamiento del
log (% Actividad) como funcién del tiempo (t) ya no es lineal por lo que no puede usarse para
la estimacion de las constantes. Se hace necesario en estos casos un analisis por regresién no
lineal de los datos para determinar el modelo cinético y predecir las amplitudes y constantes
cinéticas. Asi pues, un analisis mediante sistemas de multiples aproximaciones, permite
obtener resultados consistentes (Estévez et al., 2004). En primer lugar, mediante este analisis,
se estima el componente resistente (Eg), utilizando los datos de la curva obtenida con la
mayor concentracién de inhibidor ensayada; posteriormente, fijandose este valor, se estiman

las constantes cinéticas utilizando el resto de curvas vy, finalmente, se obtienen las amplitudes.
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2.2. COMPORTAMIENTO ANTE LA INHIBICION CON PMSF. HIDROLISIS
ESPONTANEA DEL INHIBIDOR SIMULTANEA A LA INHIBICION EN CURSO.

Si un inhibidor se hidroliza durante el transcurso de la inhibicién se obtendran valores menores
de los esperados. Este efecto no es muy significativo, ya que sdlo se observa aproximadamente
en el 10 % de la mas alta concentracidn de inhibidor. Sin embargo, podria dificultar el andlisis
de los datos si no se considera, por lo menos para los componentes mas sensibles (Estévez y
Vilanova, 2009; Estévez et al., 2010).

Los resultados de la inhibicion con PMSF sugieren que interactla con estas esterasas sin
reactivacién espontdnea y que PMSF se hidroliza quimicamente de forma espontanea mientras
transcurre el experimento. Por lo tanto, el modelo cinético debe tener en cuenta (a) varios

componentes, (b) la hidrdlisis de PMSF y (c) la inhibicidn en curso (Estévez et al., 2012).

Las reacciones a tener en cuenta son los siguientes:

kj
E+PX — E-P + X

Kp
PX — P—-0" + X

Donde PX es el inhibidor (PMSF en este caso), el grupo saliente X (fluoruro) y PO~ el producto
de la hidrdlisis (acido fenilmetilsulfdnico). Para un solo componente enzimatico, las ecuaciones

del modelo deducidas son los siguientes:

Variacién de E y PX en funcién del tiempo:

%: v4E = —k; -E-PX [Ec. 2.14] y
dPX
% = vyPX, + vgPX3 = —k; -E-PX—kh-PX [Ec. 2.15]

Donde Kk, es la constante de inhibicidn de segundo orden, Kh es la constante de la hidrdlisis
quimica, E es la concentracién de la enzima libre, PX es la concentracién de inhibidor, v4E es
la velocidad de desaparicion de la enzima, v4PX5 es la velocidad de desaparicién del inhibidor
a través de reaccidn de inhibicion y vqPX3 es la velocidad de desaparicidon del inhibidor a

través de reaccion de hidrolisis.

Al considerar que la velocidad de desaparicion del inhibidor a través de reaccidn de hidrélisis
es superior que la desaparicidon a través de la reaccidon de inhibicién, se aplica la siguiente

aproximacion:
vqPX3 >>>>> vy PX,
Entonces

kh - PX>>>>>k; - E - PX
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Al aplicar estas consideraciones, las ecuaciones deducidas se convierten en

% = —k,-E-PX [Ec. 2.16] y
‘%X — —kh-PX [Ec. 2.17]

Reordenando la Ec. 2.17, se deduce que

dPX
W = —kh-dt [EC. 2.18]

Mientras que de la integracién de la Ec. 2.18, obtenemos

In(PX) = a—(kh-t) [Ec. 2.19]
Entonces
PX = A- ekh-D [Ec. 2.20]

Cuando t =0y PX = PX, (la concentracion inicial de inhibidor), en ese caso A = PX, y
PX = PX,- e(-kh'D [Ec. 2.21]

Mediante la sustitucion de PX (Ec. 2.21) en la Ec. 2.15, vemos que

%: —k, -E-PXy - eCKh-D [Ec. 2.22]

Reordenando la ecuacidn anterior, se logra lo siguiente:

CL_E = —Kk, - PXy- eCKh-D . gt [Ec. 2.23]

A continuacidn, mediante la integracidn de la Ec. 2.23, observamos que

In(E) = (k; /kh) -PX,- eCKh-D 4 ¢ [Ec. 2.24]
Entonces
E = B e((ki/kh)-PXo-eT0) [Ec. 2.25]

Cuando t =0y E = Ey (la concentracidn inicial de la enzima libre), en ese caso B=Eyy

E, = B- e((ka/kh)-PXo) [Ec. 2.26]

B = E,- e ((ku/kh):PXo) [Ec. 2.27]

Mediante la sustitucion de B (Ec. 2.27) en la Ec. 2.25, logramos

E = Ey- e ((Ka/kh)-PXo) . o((ky/kh) - PXo - e(7K0 D) [Ec. 2.28]
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Al reorganizar la Ultima ecuacidn, se obtiene la ecuacidn de la inhibicidn teniendo en cuenta la

hidrélisis simultanea del inhibidor para un componente enzimatico sensible:
E = Ey- e " 9=1)- (y/kh) - PXo) [Ec. 2.29]

Sistemas que contienen mds de un componente enzimdtico

En una preparacion bioldgica la actividad esterasa habitualmente no corresponde con un solo
tipo de enzimas, sino que existen varias fracciones de enzimas o grupos de enzimas con
diferentes sensibilidades al inhibidor o incluso alguna fraccion de enzimas practicamente

resistente.

En estas situaciones cada uno de los componentes sensibles sigue un comportamiento

exponencial equivalente a la ecuacién:
E = Ep- e(€™" =1 (/kh) - PXo) [Ec. 2.29]

La actividad residual después de un tiempo de inhibicion sera la suma de las actividades

residuales de cada componente enzimatico.
E=E + E,+ ..+ Eg [Ec. 2.30]

Asi, por ejemplo, un sistema con dos componentes enzimaticos, uno sensible (E1) y uno
resistente (Egr) a una concentracidon de inhibidor I, se puede describir por la siguiente

ecuacion:

E = Ey, - e -0 Ga/k) PXo) 4 g [Ec. 2.31]

Y en un sistema con tres componentes enzimaticos, dos sensibles (E; y Ez) y uno resistente
(ER), el comportamiento de las distintas curvas de inhibicién se describe por la siguiente

ecuacion:
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E =E, e Y=1DGu/kn)-PXo) 4 g, . (e I=1) (ko/Kkh)-PXo) 4 g
0 0

[Ec. 2.32]

donde Kh es la constante de hidrdlisis esponténea del inhibidor, E;, es la proporcion
(amplitud) del componente enzimatico mas sensible, E;; es la proporcion (amplitud) del
segundo componente enzimatico mas sensible, k4 y K, son las constantes de segundo orden
para la inhibicidn de estos componentes sensibles, Eg es la proporcién (amplitud) del
componente enzimatico resistente, PXj es la concentracidn inicial de inhibidor y t es el tiempo

de reaccion fijo.

En términos de porcentaje de actividad la Ec. 2.30 es:

100 - = = (% Actividad) = 100 e(¢™""? ~1) (/kh) - PXo) [Ec. 2.33]

0

Andlogamente en un sistema con mas proporciones de enzimas, el comportamiento de las

distintas curvas de inhibicién vendra descrito por:

(% Actividad) = E, - e((@TF"9 1) (kq/kh) - PXo) E,, - e((€T Y 1) - (ka/kh) - PXo) | B

[Ec. 2.34]

Donde k; y K3 son las constantes de inhibicion de segundo orden de los distintos
componentes sensibles a la inhibicién, Eq , Ez; y Eg son las proporciones (amplitud) de
componentes enzimaticas Eq, E; y Eg, respectivamente, PX, es la concentracién inicial de
inhibidor y Kh es la constante de hidrdlisis espontanea del inhibidor. Se deben aplicar las
siguientes restricciones: K1, Kz, Kh, Eq, E; y Eg> 0; y (E) + E; ) + .. + Eg) = 100. Y Ia
concentracién a la cual se inhibe un 50 % de la actividad enzimatica total del componente

I5o para un tiempo de preincubacién de 30 min se calcula como:

I _ In2
50 7 (@K D _1) (kg /kh))

[Ec. 2.35]
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2.3. MODELOS MATEMATICOS APLICADOS PARA EL ESTUDIO DE LA
INHIBICION DE ACTIVIDADES PVasa Y ChE CON ACETILTIOCOLINA Y
PV, RESPECTIVAMENTE.

La inhibicion de la actividad enzimatica es uno de los mecanismos regulatorios mas
importantes de las células vivas y uno de los procedimientos de diagndstico de la enzimologia.
Estos estudios indican la especificidad de una enzima, la arquitectura fisica y quimica del
centro activo y las clases de complejos enzima-sustrato y enzima-producto (Whitley, G.C., 1999
y 1997).

La inhibicién reversible puede clasificarse como competitiva, no competitiva, acompetitiva o
mixta, segln el efecto que produzcan en las constantes cinéticas Ky, (constante de Michaelis-
Menten) y Vmax (Velocidad mdaxima de la reaccién). Este efecto depende de que el inhibidor
() se una a la enzima (E), al complejo enzima-sustrato (ES) o a ambos. A continuacion se
describen los dos tipos de inhibicion (competitiva y no competitiva) que aparecen en el
trabajo. Las ecuaciones 2.36 y 2.37 fueron utilizadas por médulo Exploratory E-K del software

del SigmaPlot versidén 12.5. (Systat Software Inc, Chicago, USA) para Windows para los ajustes.

La reaccién de Michaelis-Menten esta descrita como sigue:

k1 k2
E+ Sz i > ES >E+ P
-1

Donde ky, k; y k4, son las constantes cinéticas individuales de cada reaccién del proceso.

En la inhibicidn competitiva inhibidor y sustrato compiten por el mismo centro activo,
encontramos dos ejemplos: un inhibidor con una estructura muy parecida a la del sustrato,
pudiendo unirse directamente al centro activo compitiendo con el sustrato directamente, otra
posibilidad es que exista un impedimento fisico causado por el inhibidor para la unién del

sustrato (Figura 2.1.).

La caracteristica fundamental de este tipo de inhibicion es que puede ser superada a
concentraciones suficientemente altas de sustrato. Un inhibidor competitivo no produce una
alteracion de la velocidad maxima (Vmax), pero si afecta al valor de la Ky, produciéndose un

aumento. El esquema general de este tipo de inhibicion es:

ki
E+| —— €EI
k-
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Y la ecuacion matemadtica de la velocidad deducida para una cinética Michaelis-Menten con

inhibicion competitiva simultanea seria:

— Vmax '[S]
Ky .(1+%)+ [s]

[Ec. 2.36]

Siendo K la constante de disociacidn del complejo El

= ©
X 4

A B

Figura 2.1. Ejemplo de inhibicion competitiva en la que el inhibidor causa un impedimento fisico para
la unidn del sustrato en el sitio activo.

En la inhibicion no competitiva (Whiteley, C.G. 1999) el | se une en un sitio diferente al del
centro activo, la Vmax disminuye y el valor de Ky, no cambia. (Figura 2.2.). El esquema general

de este tipo de inhibicién es:

ki
ES+| —— ESI
k-

Y la ecuacidon matemadtica de la velocidad deducida para una cinética Michaelis-Menten con

una inhibicién no competitiva simultdnea seria:

Vinax -[S]

= ——marZl - [Ec. 2.37]
(U +[SD-(14+gD)

Siendo K, la constante de disociacién del complejo ESI

Figura 2.2. Inhibicién no competitiva.
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2.4. MODELO MATEMATICO DE LA INHIBICION REVERSIBLE DE
ESTERASAS

Los modelos matematicos utilizados para ajustar los datos de las cinéticas de una inhibicién
progresiva con el tiempo que se detallan en el capitulo de Materiales y Métodos, no son
aplicables en los casos en los que la inhibicidn no es progresiva con el tiempo. Para el caso de
inhibidores que no presentan una dependencia del tiempo se considera que cumplen una

cinética Michaeliana de inhibicion tipo competitiva o no competitiva.

En el laboratorio del Dr. Jorge Estévez, se ha desarrollado un modelo de matematico basado
en la inhibicién reversible para ajustar los datos que permite calcular la Iso y las amplitudes de
los componentes enzimaticos (datos no publicados). La justificacion de los modelos y su

derivacion matematica se describe en el Anexo I.

Mecanismo de inhibicion reversible competitiva.

La reaccién de Michaelis-Menten esta definida como sigue:

Kl K2

E+S —— ES

kg

——» E+P

Donde k3, k; y k.4, son las constantes cinéticas individuales de cada reaccion del proceso. El

esquema de la reaccion que se da en un proceso de inhibicion reversible competitivo es:

ks

E+| —— EI
k-3

Siendo E la enzima libre, | el inhibidor, El la enzima inhibida, ks y k.3 las constantes cinéticas.
Modelos cinéticos para sistemas multienzimaticos

De este desarrollo se ha deducido (ver Anexo 1) que la ecuacién que describe un

comportamiento reversible competitivo en un sistema multienzimdatico es el siguiente:

E — El EZ

- 1+Ax*x 1+Bxx . +En [EC- 2.35.]
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Donde E, es la actividad enzimatica total observada en la preparacion y que corresponde a la

suma de las amplitudes de los componentes enzimaticos sensibles, E1, E2,....EN, y siendo:

1 1 1

A=—;B=—; N= ;

En donde 115, 1250, Inso son las concentraciones de inhibidor que inhiben el 50% de la actividad

de cada componente con la concentracidn de sustrato usada en el experimento.

La deduccion de la Ecuacion 2.35 se describe con detalle en el Anexo I.

Mecanismo de inhibicion reversible no competitivo.

El esquema de un proceso de inhibicidn reversible no competitivo es:

ks

ES+1 S — ESI

ks

Siendo ES, el complejo enzima-sustrato, | el inhibidor libre, ESI el complejo enzima-sustrato-

inhibidor , ks y k. las constantes cinéticas.

La ecuacidon que describe un comportamiento reversible no competitivo para un sistema

multienzimatico es:

E — El EZ
T 14Asx 1+B*x

.. +E, [Ec.2.36]

La deduccion de la Ecuacion del comportamiento reversible no competitivo (Ecuacién 2.36) se

describe con detalle en el Anexo I.

Como puede observarse la Ec. 2.35 es idéntica a la Ec. 2.36 por lo tanto estas ecuaciones no
nos permitirian discriminar entre inhibicidn competitiva o no competitiva ya que considerando
los dos tipos de inhibicion se deduce la misma ecuacién. Sin embargo es de utilidad a la hora
de poder calcular nimero de componentes, sus amplitudes e sy de un inhibidor reversible

independientemente de que sea de tipo competitivo o no competitivo.
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

En nuestro laboratorio (Mangas et al, 2014) se detectaron y discriminaron cinéticamente
diferentes componentes enzimaticos de la actividad esterasa hidrolizan fenilvalerato (PVasa)
en fracciones solubles y de membrana de cerebro de pollo, con los inhibidores mipafox,
paraoxon y PMSF. Detectaron tres componentes citosélicos (Ea, EB y Ey) y cuatro de
membrana (EPa, EPB, EPy y EPS). EPy se atribuyo a la enzima NTE siendo éste es el Unico
componente para el cual se han identificado roles toxicoldgicos y bioldgicos, y estd
molecularmente y gendmicamente caracterizado. El papel toxicoldgico y biolégico de los otros

componentes se desconoce, ademds cada uno podria estar formado por multiples proteinas.
OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es establecer si hay relacion entre las actividades PVasa y
colinesterasa, asi como detectar diferentes componentes colinesterdsicos utilizando
inhibidores en la fraccion soluble y de membrana de cerebro de pollo para seguir

profundizando en el conocimiento de estas esterasas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Desarrollar un microensayo automatizado de actividad hidrolizante de acetiltiocolina con

el fin de procesar un gran nimero de muestras y optimizar el tiempo de ensayo.

2. Analizar si existe interaccion del sustrato acetiltiocolina en los componentes enzimaticos
de actividad PVasa y del fenilvalerato con la actividad colinesterasa, en fraccion soluble y

de membrana de cerebro de pollo.

3. Establecer la respuesta de la actividad PVasa y colinesterasa en fraccion soluble y de
membrana con inhibidores especificos de AChE y BuCht (BW284C51, etopropazina, iso-
OMPA) y de la actividad colinesterasa con inhibidores anteriormente estudiados para

PVasa (paraoxon, mipafox, PMSF).

4. Discriminar componentes enzimaticos colinesterdsicos en fraccién de membrana y soluble
por sus propiedades cinéticas con diferentes inhibidores (paraoxon, mipafox, PMSF, iso-
OMPA, etopropazinay BW284C51).

5. Establecer la relacién entre componentes de actividad colinesterasa y componentes de

actividad PVasa, en base a los datos cinéticos con inhibidores y de inhibicién con sustratos.

6. Proponer un método sencillo para poder discriminar los componentes colinesterasicos en

fraccion soluble y de membrana.
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MATERIALES Y METODOS

4.1. REACTIVOS ESPECIFICOS Y EQUIPOS UTILIZADOS

Tampones y Reactivos
Tris pH 8: Tris 50 mM / EDTA 1 mM/ CIH

Se prepard con Tris 50 mM y EDTA 1 mM, disolviéndolos en agua desionizada. El pH se ajusto a

8.0 con CIH 1 My se conservd a temperatura ambiente.

Fosfato pH 7.4: Sodio-di-hidrégeno fosfato-1-hidrato 0.1 mM/ EDTA 1 mM. Se prepard

disolviendo ambos reactivos en agua destilada y ajustando el pH a 7.4 con NaOH 1 M.

Fenilvalerato (PV). Se adquirié de Lark Enterprises (Webster, USA). Se preparé una disolucion
concentrada de 30 mg/mL en N,N’-dimetilformamida y se conservé en nevera a 42C, ya que en
estas condiciones es estable durante un periodo de tiempo de 3-4 meses. En su utilizacion
como sustrato en los ensayos de actividad PVasa, se diluyé en agua, inmediatamente antes de
usarlo, a una dilucién 1/30.

En los ensayos como competidor en la actividad acetilcolinesterasa, se prepararon las

concentraciones adecuadas a cada ensayo en agua a partir de un stock en dimetilformamida.

Acetil-B-metilcolina yoduro. Adquirido de Sigma Chemical Company, para su uso se disolvié en

agua ultrapura a las concentraciones apropiadas a cada ensayo.

Acetiltiocolina yoduro. Se adquiri6 de Sigma-Aldrich. Se preparé una disolucidn en agua

ultrapura a las concentraciones adecuadas a cada ensayo.

Agua ultrapura. Se obtuvo a partir de agua purificada por ésmosis inversa (Elix 3 de Millipore)

que se ultrapurificé con el equipo (milliQ Element de Millipore).

Albumina de suero bovino (BSA). Pureza 96% se adquirié de Sigma -Aldrich Quimica S.A.
(Madrid, Espaiia).

Butirilcolinesterasa humana (hButChE). Proporcionada por Palmer W, Taylor y Zoran Radic¢
(Skaggs School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, University of California, San Diego,
USA)

Dodecilsulfato sédico (SDS) y 4-aminoantipirina (AAP). Se adquirieron de proveedores locales.
Para su uso se preparé una disolucidn de SDS 2%-AAP 0.25 mg/mL en tampdn Tris pH 8; esta
mezcla se conservod a temperatura ambiente en botella de topacio.
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Dodecilsulfato sddico (SDS) y reactivo de Ellman (DTNB). Se preparo una disolucidon de SDS 2
% —DTNB 6 mM en tampodn fosfato pH 7.4 y se mantuvo a temperatura ambiente y en un

recipiente adecuado a la sensibilidad del DTNB a la luz.

Ferricianuro potasico. Se prepard al 2 % en agua y se conservé a temperatura ambiente.

Dietil p-nitrofenil fosfato (paraoxon). (Pureza superior al 90%) Se adquirié de Sigma-Aldrich
Quimica S.A. (Madrid, Espafia). Se prepard una disoluciéon concentrada de 10 mM en acetona

secay se conservo a 42°C.

N,N’-Diisopropil fosforamido fluoridato (mipafox). (Pureza superior al 99%) Se adquirié de
Lark Enterprises (Webster, USA). Se prepard una disolucion concentrada de 10 mM en tampdn

Tris/citrato 10 mM pH 6.0 y se conservé a 4°C.

Fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF). Fue proporcionado por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). La

disolucién concentrada se prepard a 50 mM en dimetilsulféxido (DMSO) y se conservo a 42C.

1,5-bis(4-alildimetilamoniofenil)pentano-3-1 dibromuro (BW284C51). Fue adquirido de Sigma-

Aldrich (Madrid, Espafia). Se disolvié en agua a 11 mM y se conservé a 02C.

Etopropazina hidrocloruro (etopropazina). Proporcionado por Sigma- Aldrich (Madrid,

Espafia). Se realizé una disolucién a 11 mM en agua y se mantuvo a 0°C.

Tetraisopropil fosforamida (iso-Ompa) Se obtuvo de Sigma Chemical Company y se disolvié en
etanol absoluto a la concentracién apropiada en cada ensayo, inmediatamente antes de

usarse.
Tiocolina. Se obtuvo mediante degradacién quimica de la acetiltiocolina yoduro. Se incubd una
solucidn de acetilcolina 60 mM a pH 10 durante 30 horas a 372C. La disolucién se neutralizé a

pH 7.4 y se diluyd en agua a las concentraciones deseadas para su uso.

El resto de reactivos fueron proporcionados por proveedores locales y fueron de calidad

analitica.
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Estacion automatizada Biomek 2000

Para las medidas de actividades enzimdaticas mediante microensayo, se utilizé la estacion de
trabajo Biomek 2000 (Beckman-Coulter), con el doble objetivo de minimizar el consumo de

muestra y chequear de forma simultdnea un niumero elevado de muestras.

La estacidn estd equipada con pipetas multicanales (8x) con capacidad de 20-200 pLy 20 pL, y
se dotaron con dos blogques de aluminio termostatizados para 8x12 minitubos de 1 mL, con un

controlador de temperatura electrénico de fabricacién propia.
Lector de placas

Para la lectura fotométrica se utilizé un lector de microplacas SD340 C (Beckman). Se utilizaron
los filtros de 510 y 410 nm, para las medidas de actividad PV-esterasa y colinesterasas

respectivamente.
Centrifugas

Se utilizé la centrifuga Allegra-21R equipada con un rotor de 54180 de Beckman Instruments

(Espafia), para precipitar las fibras y los materiales mas gruesos del tejido.

Para el fraccionamiento subcelular se utilizé una ultracentrifuga Optima LE 80K con rotor TFT

70Ti, ambos de Beckman Instruments (Espafia).
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4.2. PREPARACION DEL TEJIDO

Obtencidn del material biolégico

El material bioldgico que se utilizd en los experimentos fue cerebro de pollo cuya diseccidn se

describe mas adelante.

Se obtuvieron a partir de pollos de uso comercial (Gallus domesticus) y nos fueron
proporcionados por un matadero industrial de aves. Inmediatamente después del sacrificio, los
animales fueron transportados en frio hasta el laboratorio donde se procedio a la diseccion y

extraccion del cerebro.

Los animales en el matadero fueron sacrificados mediante el siguiente método: Aturdimiento
por bafio eléctrico de alrededor de 10 segundos y desangrado durante aproximadamente 3

min.

Diseccion y homogeneizacion del tejido

El cerebro fue extraido, después de separar las meninges y desechar la parte proximal de la
médula, que permanecia unida al tallo cerebral (Figura 4.1). Los cerebros se mantuvieron en

tampén frio (0-4°C) durante menos de una hora hasta su homogeneizacién.

El homogeneizado se prepard a la concentracion de 200 mg de tejido fresco/mL en tampdn
Tris pH 8.0. Para este proceso se utilizdé un homogeneizador Politron (Kinematica Gmbh,

Alemania) con una sonda PTA 10S a un 70% de su potencia (3 ciclos de 30 segundos).

Figura 4.1. Vista superior del cerebro
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Fraccionamiento subcelular

Para el fraccionamiento del tejido se usd una versiéon modificada del método desarrollado por
Vilanova et al. 1990. El tejido ya homogeneizado se centrifugd a 1000xg durante 10 min (42C)
para precipitar y eliminar fibras y material no homogeneizado. El sobrenadante se centrifugd a
100000 xg durante 60 min (42C), para obtener un sobrenadante final que se llevé al volumen
del que partiamos con Tris pH 8.0 y se le denominé fraccién soluble. El precipitado se
resuspendio en Tris pH 8.0 al mismo volumen de partida y lo denominamos como fraccion
particulada. Las fracciones se alicuotaron en crioviales y se guardaron en nitrégeno liquido

hasta la realizacién de los ensayos. En la Figura 4.2 se muestra esquematizado el proceso.

En el resto del trabajo la concentracién de las preparaciones de tejido de ambas fracciones
expresadas en mg/mL se referira a la cantidad de fraccion soluble y de membrana que procede

de los mg de tejido fresco original que se indican.

Homogeneizado total de cerebro de pollo

Centrifugado 1000 xg, 10 min.

Precipitado Sobrenadante
(deshechado)

Centrifugado 100000 xg, 60 min.

7N

Fraccién particulada
(membranas) Fraccion soluble

Figura 4.2. Esquema general del fraccionamiento subcelular
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4.3. MEDIDA DE ACTIVIDADES PVasas: Microensayo.

Los ensayos enzimaticos se llevaron a cabo segun han descrito (Estévez et al., 2004) usando un
procedimiento basado en el método colorimétrico del ensayo de la NTE, desarrollado por
Johnson (1977).

El método se modificé para adaptarlo a un microensayo automatizado usando la estacion
Biomek 2000 (Beckman), (Escudero et al, 1996), con el procedimiento que se detalla a
continuacién: 20 uL de tampdn y 200 uL de tejido (a la concentracidn necesaria en cada
experimento), a los que se aifadieron 200 uL de preparacidn de sustrato PV a la concentracion
necesaria (volumen de reaccidn 420 pL); este volumen se incubd durante 10 minutos a 37°C,
transcurrido este tiempo se pard la reaccion afiadiendo 200 pL de una solucion de SDS (2%)-
AAP (0.25 mg/mL), con posterioridad se agregan 100 pL de ferricianuro potasico (40 mg/mL).
Se transfieren 300 plL de la mezcla a una microplaca de 96 pocillos y se mide la absorbancia a
510 nm. En el ensayo se incluyeron controles de hidrdlisis espontanea (muestras sin tejido). La
actividad en nmoles/min se calculé tomando como referencia, una curva de calibrado hecha

con patrones de fenol (Figura 4.3)

Absorbancia absoluta ( 510 nm)

0,0 0,1 0,2 03 0,4 05 0,6
Fenol (mM)
Figura 4.3. Curva de calibrado de fenol. La curva se realizé a las concentraciones de 0-

0,004 - 0,008 — 0,016 — 0,031 - 0,063 — 0,125 - 0,250 y 0,5 mM de fenol en tampdn Tris
pH 8. El grafico mayor muestra absorbancias absolutas (n = 2) y las desviaciones
estandar. Los parametros de la recta de regresion lineal para el rango lineal fueron y0 =
0,043, m = 6,062 mM™ y R2 =0,997. El panel mas pequeiio muestra la diferencia de la

absorbancia corregida, restando la absorbancia de los blancos (sin fenol).
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4.4. MEDIDA DE ACTIVIDAD HIDROLIZANTE DE ACETILTIOCOLINA.

Meétodo cinético de Ellman

Se mezcld 100 pL de hButChE 0,2 nM en tampodn fosfato/ BSA 1% con 100 pL de tampdn
fosfato/DTNB 6mM y 20 uL de agua ultrapura. Después se afiadio 200 pL de acetiltiocolina y se
incubd la mezcla a 25°C. Se leyé la absorbancia a 410 nm cada 2 min desde el min 3 a partir del

comienzo de la reaccidon hasta el min 17.

Meétodo de punto final a tiempo fijo

Se desarrollé un procedimiento basado en el reactivo de Ellman para adaptarlo a su uso en la
estacion automatizada Biomek 2000. El método se adaptd para poder medir multiples
muestras simultdneamente y afadiendo el reactivo de color al final de la reaccién (punto
final). Tanto las ventajas como el desarrollo de este método se discuten en el Capitulo de
Resultados. Se preincubaron 200 pL de preparacion de tejido (tampdn fosfato en los blancos)
con 20 plL de tampdn o inhibidor, en microtubos de 1 mL, a 37°C durante el tiempo requerido
para la inhibicién. Después se afiadieron 200 pL de disolucidon de sustrato acetiltiocolina o
acetil-B-metilcolina, en agua para que las concentraciones finales del sustrato en el volumen

de reaccion de 420 pl fueran las deseadas.

Esta mezcla se incubd durante 10 minutos a 37°C, transcurridos los cuales se detuvo la
reaccion afiadiendo 200 plL de una solucién SDS 2%- DTNB 6 mM.

Posteriormente se afiadieron 200 pL de tampdn fosfato 0.1 M pH 7.4 a las muestras 6 de
preparacion del tejido en los blancos. De este volumen de 820 pl transferimos 300 puL a una
micoplaca de 96 pocillos y se mide la absorbancia de 410 nm, transcurridos al menos 5

minutos.

El procedimiento se presenta en la Figura 4.4 y el protocolo en la Tabla 4.1. La actividad se
calculd en nmoles/minuto tomando como referencia una curva de calibrado hecha con
patrones de tiocolina. El método procedimiento esta basado en el método de Ellman para el

ensayo de colinesterasa.
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20 pL tampén (o inhibidor/u otros)
200 pL preparacion de enzimadiluida 200 Wl 2% SDS/6 Mm DTNB

(tampdn en blancos)
200 pL tampon (preparacion de

200 pL sustrato Enzimadiluidaen blancos)
Lectura de
% ) STOP ) absorbancia
(410 nm)
Preincubacion Reaccidn enzima-sustrato Desarrollo del color
Tiempo: el necesario Tiempo: 10 min. Tiempo: 5-10 min.
Volumen: 220 uL Volumen: 420 pL Volumen final: 820 pL

Figura 4.4. Esquema del ensayo de la medida de actividad hidrolizante de acetiltiocolina.

Tabla 4.1. Protocolo del método de medida de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina.

Paso Accién
(2) 20 pL de tampén (o inhibidor)
(2) 200 L de preparacién de enzima diluida (tampdn en blancos) y mezclado

Volumen total de preincubacion: 220 ul

(3) Tiempo de preincubacién/inhibicién

(4) 200 pL de sustrato y mezclado

Volumen total de reaccion enzimdtica: 420 ulL

(5) Tiempo de reaccién enzima-sustrato: 10 minutos a 37°C
(6) Parada de la reaccidn con 200 uL de 2% SDS/6 mM DTNB y mezcla
(7) 200 pL de tampodn (preparacion de enzima diluida en blancos) y mezcla

Volumen final total: 820 uL

(8) Tiempo de espera 5-10 min.

(9) Lectura de absorbancia a 410 nm y transferencia a microplacas de 300 pL.
Estimacion de la absorbancia corregida (Muestras-Blancos)

Calculos: unidades de actividad (nmoles/min), porcentaje sobre controles...
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4.5. ENSAYOS DE INHIBICION

Curvas de Inhibicidn de la actividad PVasa.
En la Figura 4.5 se muestra un esquema del procedimiento general.

Se usaron las condiciones del microensayo estandar de PVasas donde las concentraciones de
inhibidor en la mezcla de preincubacion fueron variables, dentro de los rangos detallados a
continuacién para cada inhibidor; el tiempo de preincubaciéon fue 30 min y la concentracién
de tejido fue de 15 mg/mL de tejido fresco (en 420 pL de volumen de reaccién). Los datos se
expresaron en porcentajes de actividad respecto al control de actividad total (muestra sin
inhibidor). Las concentraciones tanto de inhibidor como de tejido fueron las mismas para

fraccién soluble y de membrana.
e iso-OMPA entre 0-1500 uM
e BW284C51 entre 0-1000 uM

e etopropazina entre 0-1000 pM

PARADA DE REACCION

+200 pl SDS 2%-AAP
20 ul inhibidor + 200 pl fenil valerato +100 pl ferricianuro potasico

+200 pl preparacion enzima

10 min. Tiempo reaccion

Tiempo de inhibicidn enzima-sustrato
10 min.
— LECTURA ABSORBANCIA
P — ) 10 nm

Figura 4.5. Procedimiento general del método de inhibicidn a tiempo fijo de la actividad PVasa.
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Curvas de Inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina.

Se utilizaron las condiciones del ensayo descrito anteriormente para la medida de la actividad
colinesterasa. Se preincubaron los inhibidores (paraoxon, mipafox, PMSF, etopropazina,
BW284C51, o iso-OMPA) con la preparacion de enzima diluida (fraccidon soluble o de
membrana), durante un tiempo fijo de inhibicién de 30 min. La concentracion de tejido que se
utilizé fue de 10 mg/mL tanto en fraccion soluble como de membrana (en 420 pL de volumen
de reaccién enzima-sustrato). Las concentraciones de inhibidores, en el volumen de inhibicion
de 220 L, fueron:

e is0-OMPA entre 0-1500 uM

e BW284C51 entre 0-1000 uM

e etopropazina entre 0-1000 pM
e paraoxon entre 0-650 puM

e mipafox entre 0-900 uM

e PMSF entre 0-4000 pM

Inhibicion secuencial a un tiempo fijo con dos inhibidores, de la actividad hidrolizante de

acetiltiocolina.

Se utilizaron las condiciones del ensayo para la medida de la actividad colinesterasa. La
preparacion de tejido a 10 mg/mL (en el volumen de 420 pL de reaccién ezima-sustrato) de
tejido fresco se incubd con 10 pL del primer inhibidor a la concentraciéon necesaria en cada
caso, durante 30 min de preincubacidon a 37 9C, y posteriormente se afiadid 10 pL de un
segundo inhibidor y se incubd la mezcla 30 min a 37 2C. Las concentraciones de los inhibidores
fueron 100 uM de PMSF, 150 uM de etopropazina y 30 uM de iso-OMPA. Los datos se
expresaron en porcentajes de actividad respecto al control de actividad total (muestra sin

ninguno de los dos inhibidores).

64



MATERIALES Y METODOS

Inhibicion progresiva con el tiempo de la actividad PVasa
PVasa total.

Se realizaron ensayos de la dependencia del tiempo de inhibicién de actividad total PVasa en

fraccion soluble y membranas.

Se usé el microensayo de PVasas. Los tiempos de inhibicion fueron de 10 6 30 minutos. Las
concentraciones de inhibidor en la mezcla de preincubacién (220 pL), asi cémo las

concentraciones de tejido (en 420 uL de volumen de reaccidn) se detallan en Resultados.
Componentes de actividad PVasa.

El mismo ensayo fue utilizado para estudiar las dependencias del tiempo en las actividades
resistentes a PMSF 1500 uM (Ea), paraoxon 25 puM (Ey) y mipafox 25 uM (EB, en fraccién
soluble de cerebro). Las muestras fueron previamente pretratadas con los inhibidores durante

30 minutos a 372C vy a continuacion se ensay6 siguiendo el protocolo de microensayo de Pvasa.

En cada experimento se incluyeron ademas de los blancos, controles del 100% de actividad.
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4.6. ENSAYOS DE COMPETICION ENTRE SUSTRATOS

4.6.1. Ensayos en fraccidn soluble.

Interaccion de la acetiltiocolina con actividad PVasa resistente a PMSF 1500 uM (Ea), mipafox
25 uM (EB) o paraoxon 25 uM (Ey).

Se incubaron 20 pL del inhibidor (PMSF, mipafox o paraoxon) con 200 pL de preparacion de la
enzima diluida (a las concentraciones necesarias para cada ensayo) a 37°C durante 30 min. Las
concentraciones de inhibidor en los 220 pL de volumen de inhibicién fueron: PMSF 1500 uM,

mipafox 25 UM y paraoxon 25 puM (como se describe en Mangas et al. 2012).

Después de 30 min de inhibicidn, se afiadieron 200 puL de una mezcla de fenilvalerato y
acetilcolina (preparada en agua mili-Q) las concentraciones de estas disoluciones fueron las

siguientes (en los 420 pL de reaccion):
Fenilvalerato = 0,014; 0,029; 0,059; 0,119; 0,230 6 0,470 mM
Acetilcolina=0;1,42; 3,336 7,14 mM

Después de 10 min de reaccidn enzima-sustrato, se paro la reaccidon anadiendo 200 uL de una
disolucion de SDS 2%- AAP 10 mM y a continuacidn se afiadié 100 pL de ferricianuro potasico

2%. Después de 10 minutos se midid la absorbancia a la longitud de onda de 510 nm.

Interaccion del PV con la actividad hidrolizante de acetilcolina resistente a PMSF 1500 uM,

mipafox 25 uM o paraoxon 25 uM.

Se incubaron 20 pL del inhibidor (PMSF, mipafox o paraoxon) con 200 pL de preparacion de la
enzima diluida (a las concentraciones necesarias para cada ensayo y especificadas en
Resultados) a 37°C durante 30 min. Las concentraciones de inhibidor en los 220 plL de volumen
de inhibicién fueron: PMSF 1500 uM, mipafox 25 uM y paraoxon 25 uM (como se describe en
Mangas et al. 2012).

Después de 30 min de inhibicion, se afiadieron 200 pL de una mezcla de fenilvalerato y
acetilcolina (preparada en agua mili-Q) las concentraciones de estas disoluciones fueron las

siguientes (en los 420 uL de reaccién):

Acetiltiocolina= 0,04; 0,14; 0,47; 1,42; 4,28 6 12,85 mM

Fenilvalerato=0; 1,42; 4,28 6 8,57 mM
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Después de 10 min de reaccién enzima-sustrato, se afiadié 200 pL de una disoluciéon de SDS
2%-DTNB 6 mM y se pard la reaccién. Para equiparar volimenes de muestras y blancos, se
afadieron 200 pL de tampdn fosfato a las muestras y el mismo volumen de preparacion del
tejido a los blancos. Transcurridos entre 5y 10 min se procedio a la lectura de la absorbancia a

una longitud de onda de 410 nm.

4.6.2. Ensayos en fraccion de membrana.

Interaccion de la acetiltiocolina con la actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM (EPa),
mipafox 50 uM (EP8B), paraoxon 25 uM (EPy) o mipafox 25 uM y PMSF 600 uM (EPS).

El procedimiento utilizado en estos ensayos fue el mismo que con fraccion soluble, Gnicamente

variaron la concentraciones de inhibidor (Mangas et al., 2013), tejido y sustratos.

Las concentraciones de inhibidor en el volumen de inhibicién de 220 uL fueron de: PMSF 1000
UM, mipafox 50 uM, paraoxon 25 uM o mipafox 25 uM y PMSF 600 uM. La concentracién de

tejido se especifica en cada apartado de Resultados (en el volumen de reaccion de 420 pL).
Las concentraciones finales de la mezcla de sustratos en el volumen de reaccion fueron:
Fenilvalerato = 0,014; 0,029; 0,059; 0,119; 0,230 6 0,470 mM

Acetiltiocolina=0; 1,42; 3,33 6 7,14 mM

Interaccion del PV en la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a PMSF 1000 uM,
mipafox 50 uM, paraoxon 25 uM o mipafox 25 uM 'y PMSF 600 uM.

Se usé el método descrito para fraccidn soluble. La concentracién de tejido fue la apropiada
para cada ensayo y las concentraciones de inhibidor en el volumen de 220 pL fueron de: PMSF
1000 pM, mipafox 50 uM, paraoxon 25 pM, mipafox 25 puM y PMSF 600 uM. Las

concentraciones finales de sustrato en el volumen de reaccion fueron:
Acetiltiocolina= 0,04; 0,14; 0;47; 1,42; 4,28 6 12,85 mM

Fenilvalerato=0; 1, 42; 4,28 6 8,57 mM.
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4.7. ANALISIS DE LOS DATOS.

Andlisis de los datos de inhibicion a tiempo fijo.

Analisis de los datos considerando una inhibicidn tipo irreversible.

Los datos obtenidos de los experimentos de inhibicidon a tiempo fijo utilizando diferentes
inhibidores, tanto de colinesterasas como de PVasas, se sometieron a un analisis en el que se
buscd el modelo que mejor se ajustara, mediante el programa Sigma Plot 12.5.

El programa utilizd el algoritmo de Marquardt-Levenberg que busca los valores de los
pardmetros a determinar de tal modo que la suma de los cuadrados de la diferencia entre el
valor real y el predeterminado por la ecuacién (residual) resulte minima (Marquardt, 1963;
Shrager, 1970, 1972; Nash 1979; Press et al., 1986).

El modelo empleado (Ecuacidon 4.1) de acuerdo con Estévez y Vilanova (2009), para la
inhibicion de varios componentes enzimaticos, contenia uno, dos o tres componentes

exponenciales (sensibles, E1, E2, E3) con o sin un componente resistente (ER).

E=Ely e K104 E2 . e “K2I0 4 E3 . o (3104 4 Epg. e -Gl gy [Ec . 4.]

Donde E es el control de la actividad inicial (sin inhibidor), E; E, y Es representan el contenido
relativo de los componentes sensibles o amplitud, k;, k, y ks representan las constantes
exponenciales de segundo orden de cada componente y Ei representa el contenido relativo
del componente resistente (actividad residual resistente a las concentraciones de inhibidor
empleadas). Los valores de Iy de cada componente para 30 minutos fueron calculados

aplicando la Ecuacion 4.2:

(Ln2)/K*  [Ec.4.2]

Con el objetivo de comprobar, cudl de los modelos era el mejor desde punto de vista

estadistico, se sometieron los ajustes al test de la F (Bevington, 1969).
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Para el comportamiento cinético en presencia de PMSF, se utilizd la Ecuacidn 4.3 (Estévez et
al, 2012), debido a que existe una fuerte influencia de la hidrdlisis espontanea del inhibidor
cuando esta en medio acuoso en presencia del tampdn Tris pH 8. Esta ecuacidn incluye el

efecto de la hidrdlisis del inhibidor.

-kh.t_,) K1 —kh.t_q) K2
E=El,+el® Dl 4 g2« ele " "Diglo 4 R [Ec. 4.3]
Andlisis de los datos de los experimentos de competicion entre sustratos.

Los resultados de los ensayos cinéticos de competicion de sustratos se analizaron con el
modulo Exploratory E-K del software SigmaPlot versidén 12.5. (Systat Software Inc, Chicago,
USA) para Windows. Este médulo esta disefiado para trabajar en conjunto con el modelo de

cinética enzimatica tipo Michaelis-Menten.

El analisis cinético realizado con el mddulo de SigmaPlot se usoé con el objetivo de obtener
informacidn tanto cualitativa como cuantitativa sobre el mecanismo de inhibicién. Este

modulo crea graficos directos lineales, graficos secundarios e informes numéricos.

A partir de regresiones no lineales el software da como resultado el ajuste del modelo de
Michaelis-Menten y un ajuste secundario de Lineweaver-Burk partir del cual se obtiene la
estimacion del tipo de inhibicién (competitiva, no competitiva, acompetitiva y/o mixta) asi

como las constantes de inhibicion y los parametros cinéticos (Vmax, K, y Ky).

Se uso el criterio de ALCc (Akaike, 1974) para comparar los ajustes secundarios obtenidos y
analizar cual de ellos se ajustd mejor a las opciones de inhibicidén. Los valores mas bajos de
ALCc corresponden a los mejores ajustes. Este procedimiento ha sido usado en otros trabajos
(Li et al., 2004; Fisar et al., 2010; Calamini et al., 2010).
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RESULTADOS

5.1. DESARROLLO DEL METODO DE MEDIDA AUTOMATIZADO DE LA
ACTIVIDAD HIDROLIZANTE DE ACETILTIOCOLINA.

El método cinético de Ellman y propuesta alternativa.

El método de Ellman (Ellman, 1961) se usa, habitualmente para determinar la actividad
hidrolizante de acetiltiocolina. En este método, el DTNB (5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoato) se
afade al medio junto con el sustrato y reacciona como cromdgeno con la tiocolina producida.
El aumento de color que se produce debido a la reaccidon, se registra de forma continua
durante el tiempo que dura la reaccién. Las ventajas de este método de medida en continuo
son su alta sensibilidad y las pequefias cantidades de muestra que requiere (Sanz y Repetto,
1995).

Los inconvenientes del método son: (1) se ha descrito que la presencia del DTNB y TNB en el
medio de reaccidn podria producir inhibicidn de la actividad enzimatica (Komersova, 2007) ya
qgue no estad demostrado que no pueda producir interacciones en estudios de inhibicion. (2)

Ademas dificulta el procesado simultdneo de muchas muestras.

El método que se ha desarrollado, permite realizar numerosas medidas simultaneas, parando
la reaccidn enzimatica y afiadiendo el DTNB después, para producir el color. Se aplicé tanto a la
fraccion soluble como de membrana de cerebro pero también puede llevarse a cabo en otros
tipos de tejidos. Los objetivos de este nuevo disefio son: (1) Eliminar las interferencias del
DTNB en la inhibicién y reaccion con el sustrato y (2) permite procesar multiples muestras

simultdneamente en paralelo.

Respuesta de blancos y controles: DTNB con SDS

Se llevd a cabo un experimento sin tejido, con el objetivo de clarificar las diferencias de
absorbancia entre diferentes tipos de controles y blancos, determinar si era mejor afadir el

DTNB junto al SDS o al final y qué concentraciones y volimenes de DTNB eran los adecuados.

Se incluyeron los siguientes blancos, preparado por triplicado y se midié la absorbancia a 410

nm:
B1: 220 pL de tampdn fosfato+ 200 pL de agua + 200 plL SDS 2%

B2: 220 pL de tampdn fosfato+ 200 plL de agua + 200 uL SDS 2%-DTNB 2mM
B3: 220 pL de tampdn fosfato+ 200 plL de agua + 200 pL SDS 2%-DTNB 4mM
B4: 220 pL de tampdn fosfato+ 200 plL de agua + 200 uL SDS 2%-DTNB 6mM
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B5: 220 plL de tampdn fosfato+ 200 pL de agua + 100 uL SDS 4% + 100 uL DTNB 2 mM
B6: 220 uL de tampdn fosfato+ 200 uL de agua + 100 puL SDS 4% + 100 uL DTNB 4 mM
B7: 220 uL de tampdn fosfato+ 200 pL de agua + 100 pL SDS 4% + 100 uL DTNB 6 mM
B8: 220 pL de tampdn fosfato+ 200 plL de acetiltiocolina 15 mM+ 200 uL SDS 2% -DTNB 6 mM

B9: 220 uL de tampdn fosfato+ 200 plL de acetiltiocolina 15 mM + 100 pL SDS 4% + 100 plL
DTNB 6 mM
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0,1 4
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B1 B2 B5 B3 B6 B4 B7 B8 B9

Figura 5.1. Absorbancias de blancos en el disefio del método de medida de actividad
hidrolizante de acetiltiocolina. Se midié la absorbancia a 410 nm de las diferentes preparaciones

sin tejido. Segun se indica en el texto. Las medidas se realziaron por triplicado

No se observaron diferencias entre afiadir el DTNB junto al SDS o después de afiadir SDS
(Figura 5.1 blancos B2-B5, B3-B6y B8-B9).

Al aumentar la concentracion de DTNB aumentd la absorbancia. Al anadir el sustrato,

acetiltiocolina en lugar de agua también la absorbancia fue mayor (B4-B8, B7-B9).

Se decidié anadir el DTNB junto al SDS para simplificar el método.
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Interaccion del tejido con DTNB

Se llevd a cabo un experimento para comprobar si la medida de la absorbancia cambiaba por
la interaccién del tejido con el DTNB. Se incubé durante diferentes tiempos (0-2,5-5-10-20 min)
una preparacion de fraccién soluble de diferentes concentraciones con tampén fosfato 0,1 M
pH 7,4. Después del tiempo de incubacién se afiadié SDS 2%-DTNB 6 mM y se procedié como

se indica en el capitulo de Materiales y Métodos.

La evolucién de la absorbancia de los blancos con la presencia de tejido a diferentes
concentraciones y sin sustrato, a diferentes tiempos (Figura 5.2), mostré que al aumentar la
concentracién de tejido, se incrementa la absorbancia en el tiempo ensayado permaneciendo

constante al menos hasta 20 min de incubacion.
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Figura 5.2. Evolucidn de la absorbancia con la concentracion de tejido y sin sustrato con el tiempo de
incubacion con tampdn fosfato. Se incubaron 220 pL de preparacién de fraccidn soluble de cerebro a
concentraciones finales de 0, 7, 15y 30 mg de tejido fresco /mL, durante 0-2,5-5-10 y 20 min a 37°C,
con 200 pL de tampdn fosfato pH 7,4. Se afiadieron 200 pL de SDS 2%-DTNB 6 mM y se midié la

absorbancia a 410 nm
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Linealidad de la medida

Se estudid la linealidad de la medida de la reaccidn de la tiocolina con el DTNB, con una curva
de calibrado de diferentes concentraciones de tiocolina. Se incubaron 420 pL de diferentes
concentraciones de tiocolina con 200 uL de SDS 2%-DTNB 6mM, durante 10 min a 37°C. Las
concentraciones de tiocolina en el volumen de ensayo (820 uL) fueron 0-0,09-0,14-0,18 y 0,23
mM. Se midié la absorbancia a 410 nm y se representaron las concentraciones de tiocolina
utilizadas, frente a los valores de absorbancia reales obtenidos y frente a la absorbancia

corregida después de restarle el blanco sin tiocolina.

Los valores de absorbancia fueron directamente proporcionales a la concentracién de tiocolina
(hasta 0,25 mM). (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Curva de calibracion de la tiocolina del método propuesto. Tiocolina incubada con SDS
2%/DTNB 6mM. El panel A muestra absorbancias absolutas (n = 3) y las desviaciones estandar. Los
pardmetros de la recta de regresion lineal para el rango lineal fueron y0 = 0,569, m = 10,668 mMm™* v
R? = 0,9951. El panel B muestra la absorbancia corregida restando la absorbancia de los blancos (una
solucidn sin tiocolina que contiene la misma disolucion de SDS 2%/ DTNB6 mM). Los parametros de
regresion lineal fueron y0 = 0,016, m = 10,514 mM™ y R’ = 0,999.

76



RESULTADOS

Concentraciones optimas de sustrato.

Con el objetivo de establecer la concentracion dptima de acetiltiocolina para utilizar en el
ensayo de medida de actividad, se realizd6 un experimento conforme al método propuesto,
variando la concentraciéon de sustrato y sustituyendo los 20 pL de inhibidor por tampén
fosfato. Se ensayaron concentraciones de acetiltiocolina entre 0,047 y 28 mM (en miliQ). Se

uso6 una concentracién de tejido de 10 mg/mL en tampdn fosfato 0,1 M pH 7,4.

En la representacion grafica de Michaelis-Menten (Figura 5.4) obtenida de la actividad
hidrolizante de acetilcolina, se observa cédmo evoluciona la velocidad en el rango de
concentracién de sustrato comprendido entre 1y 28 mM hasta que se alcanza la velocidad
maxima. Se estimd una constante de Michaelis-Menten de (Km) 0,158 mM, y una velocidad
maxima (Vm) de 8,24 nmol/min. La actividad no disminuyd al incrementar la concentracién de

acetiltiocolina.
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Figura 5.4. Actividad versus concentracion de sustrato. Se incubd fracciéon soluble de cerebro de 10
mg/mL en tampdn fosfato 0,1 M pH 7,4 a 37°C, en volimenes de reaccién de 420 pL, con
concentraciones de sustrato de 0,047, 0,142, 0,470, 1,420, 14,280 y 28 mM, durante 10 min y se pard
la reaccién con SDS-DTNB segun el procedimiento indicado en Materiales y Métodos
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Estabilidad de la absorbancia después de parar la reaccion.

Se llevé a cabo un ensayo para comprobar si una vez parada la reaccidn enzimdtica, la
absorbancia permanecia estable. El procedimiento seguido fue el descrito en el capitulo de
Materiales y Métodos, se incubaron 20 pL de tampdn fosfato 0,1 M pH 7,4 con 200 plL de una
preparacion de fraccidn soluble de 10 mg/mL con 200 pL de sustrato (acetiltiocolina 15 mM), a
los 10 min se pard la reaccidon afladiendo 200 pL SDS 2 %-DTNB 6 mM, se incluyeron controles
de la hidrdlisis quimica de la acetilcolina en los que también se afiadié preparacién de enzima
diluida, después de afiadir SDS 2%/ DTNB 6 mM al final. Finalmente se midio la absorbancia a

los 0-5-10-20 y 30 min después de parada la reaccién.

La absorbancia se mostré estable frente al tiempo (Figura 5.5), una vez que la reaccion
enzimatica se pard afadiendo SDS 2%/ DTNB 6 mM conforme al procedimiento descrito en

Materiales y Métodos.

De los resultados se puede deducir que la medida colorimétrica se puede realizar en cualquier
momento en un rango de tiempo comprendido al menos desde 1 hasta 30 min después de

gue se haya parado la reaccion enzimatica con SDS/DTNB.
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Figura 5.5. Estabilidad de la absorbancia después de parar la reaccion enzima-sustrato, en fraccion
soluble. Se midié la absorbancia una vez parada la reaccién enzima-sustrato por adicién de SDS/DTNB.
Los circulos negros representan la absorbancia de las muestras con enzima. Los circulos blancos
representan la absorbancia de los blancos. Se representa el valor medio de 3 replicados y su desviacion
estandar.
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Linealidad con el tiempo de reaccidn y con la concentracion de tejido.

Se realizd un experimento en el que se analizé la dependencia del tiempo de la reaccién y su
evolucion con la concentracion de tejido, en la aplicacién del método. Se incubé un volumen
de 20 pL de tampdn fosfato 0,1 M pH 7,4 con 200 pL de preparaciéon de enzima diluida a
diferentes concentraciones (0, 2, 5 Y 10 mg de tejido fresco/ mL en 420 pL) y con 200 L de
sustrato 30 mM (correspondiente a 14,29 mM en 420 pL de volumen de reaccion). Después de
el tiempo de reaccion (0- 2,5-5-10-20-30 min) a 37°C, se afadié 200 uL de SDS 2%- DTNB 6

mM. El ensayo se realizé como se describe en el capitulo de Materiales y Métodos.

La Figura 5.6A muestra la dependencia lineal de la actividad frente al tiempo de reaccidn para
las diferentes preparaciones de enzima diluida. En la Figura 5.6B se representan las
absorbancias frente a las concentraciones de enzima para varios tiempos de reaccién. En todas
las concentraciones de enzima diluida la respuesta fue lineal con el tiempo hasta que se
alcanzo la maxima absorbancia (aproximadamente 3,5). Esto se fue debido a que la reaccion

estaba limitada por la estequiometria del reactivo cromdégeno.

Para 0 min de reaccidn se observd un ligero aumento de la absorbancia con la concentracion
de la enzima. Esto fue interpretado como una reaccidn entre el DTNB y los grupos tioles de las
proteinas en la preparacion de enzima diluida. También se observd un incremento de
absorbancia con el tiempo en los controles sin tejido probablemente debido a hidrdlisis

espontdnea del sustrato.

30 min e

10 mg/mL .
5 mg/mL

Absorbancia (410 nm)

5 10 15 20 25 30 0 2 4 6 8 10
Tiempo (minutos) Concentracién de tejido

(uL de preparacion/mL)

Figura 5.6.(A). Linealidad del ensayo con el tiempo de reaccién. Absorbancias en funcion del tiempo

de reaccidn para diferentes concentraciones de tejido. Para diferentes tiempos de reaccién enzima-

sustrato. Los puntos representan la media de tres replicados y su desviacidn estandar. (B). Linealidad

del ensayo con la concentracion de tejido. La absorbancia frente a diferentes concentraciones de

preparacién de enzima diluida (0, 2, 5 Y 10 mg de tejido fresco/ mL).
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Reproducibilidad del ensayo.

El ensayo propuesto de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina (ver Materiales y Métodos),
se utilizé para determinar las actividades de disoluciones que contenian 12,5, 25, y 50 pl/mL
de una preparacién de la fraccidn soluble procedente de 200 mg de cerebro/mL, con una
concentracién de sustrato de acetiltiocolina de 14,28 mM en el volumen de reaccién, para
estudiar la variabilidad de los valores intra-experimentos (Tabla 5.1). La variabilidad fue menos
de 0,8% para la concentracidn mas alta de tejido y hasta 4% para el mas bajo. El método puede
aplicarse para otras concentraciones de tejido y de sustrato menor como es empleado en otros

experimentos.

Para estudiar la variabilidad inter-experimentos Se llevaron a cabo 3 experimentos
independientes realizados en diferentes dias con una preparacién de enzima diluida de 25
puL/mL en el volumen de reaccién y con una concentracion de sustrato de 1 mM de
acetiltiocolina en la reaccion. La variabilidad de cada uno de estos experimentos se situd entre
1,6 y 5,0%, mientras que entre los promedios de los tres experimentos fue de 6,45%. Al

considerar todos los datos de manera global (n = 24), la variabilidad fue de 4,19% (Tabla 5.2).

Tabla 5.1. Reproducibilidad intraensayo. La tabla muestra los valores de actividad media junto con sus

desviaciones estandar, en cada concentracion de tejido ensayada, en un mismo experimento.

Concentracion de tejido Actividad+DS % DE Actividad en la preparacion
(nmol/min) (nmol/min-pL preparacion)
(n=8)

12,5 L preparacion/mL 3,1+0,1 3,7 0,58+0,02

25 pl preparacion/mL 5,410,1 2,1 0,52+0,01

50 ulL preparacion/mL 12,510,1 0,7 0,60+0,01

*DE= desviacidn estandar
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Tabla 5.2. Reproducibilidad interensayo. Se muestran los valores de actividad obtenidos en 3

experimentos llevados a cabo en dias diferentes, junto con sus desviaciones

Actividad+DE % DE Actividad en la preparacion
(nmol/min) (nmol/min- uL preparacion)

Experimento 1 7,510,4 5,0 0,72+0,04

(n=8)

Experimento 2 7,310,1 1,6 0,70+0,01

(n=8)

Experimento 3 7,0+0,2 3,6 0,67+0,02

(n=8)

Media de los 7,310,5 6,5 0,70+0,04

experimentos

(n=3)

Global (n=24) 7,310,3 4,2 0,70+0,03

*DE= desviacion estandar

Comparacion entre el método cinético de Ellman y el propuesto.

Se realiz6 el ensayo de actividad hidrolizante de acetiltiocolina mediante el procedimiento
descrito por Ellman (ver capitulo de Materiales y Métodos) y se comparé con las medidas

obtenidas con el nuevo método propuesto utilizando butirilcolinesterasa humana.

Utilizando el método de Ellman, la absorbancia frente al tiempo de reaccién fue lineal. El
incremento de absorbancia entre 5 y 15 minutos de reaccidn fue 1,063 + 0,047. Se realizé una
curva de calibrado. Los parametros obtenidos de la regresién lineal fueron y, = 0,004 m=
11,693 y R?=0,989, a partir de estos valores se estimé que la actividad especifica fue de 0,37
10,02 mmol de tiocolina/nmol hButChE/min. Con el nuevo método propuesto la actividad

estimada fue de 0,66 0,03 mmol de tiocolina/nmol hButChE/min.

La actividad obtenida con el nuevo método de fue mayor que la obtenida con el método de

Ellman.
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Medida de la actividad hidrolizante de acetil-6-metiltiocolina.

Se realizd un experimento en el que se midié la actividad hidrolizante de acetil-B-
metiltiocolina, con una concentraciéon de 11 mM en el volumen final de reaccion. La actividad
se midié a varios tiempos de reacciéon enzima-sustrato (1, 10, 15 y 30 min) y se utilizé
diferentes concentraciones de tejido (10, 15 y 20 mg/mL en el volumen final de reaccién). La
reaccion se paré con SDS 2%- DTNB 2,6 mM, se incluyeron controles de la hidrdlisis quimica de
la acetilcolina en los que también se anadié preparacién de enzima diluida. Se midid la
absorbancia a 410 nm. El procedimiento utilizado fue el descrito en Materiales y Métodos. Se
observé (Figura 5.7) que la actividad aumenté de manera lineal con el tiempo y la

concentracién de tejido.

Absorbancia corregida 410 nm

0.0 T T T

0 10 20 30

Tiempo (minutos)

Figura 5.7 Actividad hidrolizante de acetilcolina utilizando como sustrato acetil-B-metiltiocolina. Se
midio la actividad a diferentes tiempos de reaccién y concentraciones de tejido. Los circulos
representan 10 mg/mL, los cuadrados 15 mg/mL vy los tridngulos 20 mg/mL.
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5.2. ACTIVIDAD PVasa EN FRACCION SOLUBLE.

5.2.1. Deteccion de componentes de PVasa: Ea, EB y Ey, en fraccidn soluble.

Se detectaron los componentes enzimaticos de la actividad PVasa descritos por Mangas et al.
(2011, 2012), llamados Ea, EB y Ey. Se considera Ea la actividad resistente a PMSF 1500 uM, EB
la resistente a mipafox 25 UM y Ey la resistente a paraoxon 25 pM. Las concentraciones de
inhibidor aplicadas en cada caso, se determinaron calculando la lgs correspondiente al

componente mas resistente a cada inhibidor.

La incubacién de la preparacidn soluble de cerebro con PMSF 1.500 uM durante 30 min, en
dos experimentos independientes, produjo 81%, 82% de inhibicidn de la actividad PVasa. La
actividad resistente (18%, 19%) se considerd una estimacion del componente esterasico Ea
(Figura 5.8).

Con mipafox 25 uM durante 30 min, en dos experimentos independientes, se produjo 24% y
25% de inhibicién de la actividad PVasa. La actividad residual (76%, 77%) se consideré como el

componente esterdsico EB,

Con paraoxon 25 uM durante 30 min, en dos experimentos independientes se produjo 93% y
94% de inhibicién de la actividad PVasa. La actividad residual (6%, 7%) se consideré como el

componente esterasico Ey,

24, 25%
81, 82% 93, 94%
EB
Ea | 18 19% 76, 77% 6, 7%
CONTROL PMSF CONTROL  mipafox CONTROL  paraoxon

Figura 5.8. Actividad PVasa resistente a PMSF 1500 uM, mipafox 25 uM y paraoxon 25 pM. Se
muestran los valores de actividad residual PVasa obtenidos después de la incubacién con los tres
inhibidores. Se dan los valores de dos experimentos independientes.

83



RESULTADOS

5.2.2. Interacciones de sustratos de acetilcolinesterasa con la actividad PVasa.

Observaciones preliminares.

Se midié actividad PVasa total en presencia de acetil-B-metil-tiocolina. Se incubaron 200 pL de
una preparacién de la fraccién soluble de 15 mg/mL, con una preparaciéon de PV 5,6 mM y
acetil-B-metil-tiocolina 30 mM, durante 10 min a 372C. Después de parar la reaccién con una
solucién de SDS/ AAP (seguin se detalla en Materiales y Métodos), se transfirieron 300 pL de la
mezcla a una microplaca y se midid la absorbancia a 510 nm a fin de medir la actividad PVasa.
En el ensayo se incluyé un control que contenia solo PV como sustrato (sin acetil-B-metil-
tiocolina), asi como controles de hidrélisis espontanea (muestras sin tejido). Se hicieron dos
experimentos independientes y en cada uno las medidas se realizaron por triplicado. Se
observd un descenso de la actividad de 22% y 29% respecto del control sin acetil-B-metil-
tiocolina. En las mismas condiciones experimentales, pero utilizando acetiltiocolina, el
descenso fue del 21,5% vy 20,5% (Tabla 5.3).

La disminucién de la actividad PVasa en presencia tanto de acetiltiocolina como de acetil--
metil-tiocolina, es indicativa de interaccion de los sustratos de acetilcolinesterasa con uno o

varios componentes de la actividad PVasa.

Tabla 5.3. Actividad PVasa total incubando el sustrato fenilvalerato (5,6 mM) en presencia de
acetiltiocolina (30 mM) o acetil-B-metil-tiocolina (30 mM). Se indica % de actividad residual o inhibicién

y D.E. de n replicados de cada uno de los dos experimentos.

Inhibidor Experimento Actividad residual Inhibicion
(%+DE) (%+DE)
acetil-B-metil-tiocolina Experimento 1 78,0 £0,1% 22,0+0,1%
Experimento 2 70,9+0,1% 29,0+ 0,1%
acetiltiocolina Experimento 1 78,5 +0,1% 21,5+0,1%
Experimento 2 79,5+0,1% 20,5+ 0,1%
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Interaccion de acetiltiocolina con la actividad PVasa resistente a PMSF 1500 uM (componente
Ea).

Se preinhibié una preparacion de fraccién soluble de 30 mg/mL con PMSF 1500 uM durante 30
min, después se afiadié una mezcla de fenilvalerato y acetiltiocolina y se midié la actividad
PVasa (como se describe en Materiales y Métodos). Las concentraciones usadas de PV fueron:
0,01-0,03-0,06-0,12-0,24-0,48 mM vy de acetiltiocolina: 0-1,42-3,33-7,14 mM

Se realizaron dos experimentos independientes, los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.9 y se procesaron con el mddulo de cinética enzimatica del software Sigma Plot
12.5. Se observé que la acetiltiocolina interacciona con el componente Ea de la actividad
PVasa, disminuyendo Vmax al incrementar la concentracion de acetiltiocolina. La Ky, no resulté
alterada. El mejor modelo enzimatico que se ajustd a los datos segun el criterio de Akaike (ver
Materiales y Métodos) fue el correspondiente al modelo de inhibicion no competitiva. Los

pardmetros que resultaron del ajuste se muestran en la Tabla 5.4.
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Figura 5.9. Curva de Michaelis-Menten de la actividad PVasa resistente a PMSF 1500 uM (Ea) en
presencia de acetiltiocolina (A) y su representacion de Lineweaver-Burk (B). Se representan los datos
experimentales de uno de los experimentos vy las lineas representan el modelo que resulté del mejor
ajuste segun el criterio de Akaike de una inhibicidn no competitiva. Los circulos negros corresponden a
una concentracién de acetiltiocolina 0 mM, circulos blancos 1,42 mM, tridngulos negros 3,33 mM vy

triangulos blancos 7,14 mM.

Tabla 5.4. Parametros cinéticos de la actividad PVasa en experimento de inhibicion con acetiltiocolina

correspondiente a la Figura 5.9. Se muestran los valores de dos experimentos independientes.

Vmax (nmoles/min) Ky (mM) K, (mM) R’

Experimento 1 2392 0,124 6,60 0,985

Experimento 2 3741 0,229 7,60 0,977
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Interaccion de acetiltiocolina con la actividad PVasa resistente a mipafox 25 uM (componente
EB).

Se preinhibié una preparacion de fraccidn soluble de 30 mg/mL con mipafox 25 uM durante 30
min, después se afiadié una mezcla de fenilvalerato y acetiltiocolina y se midié la actividad
PVasa. Las concentraciones usadas de PV fueron: 0,01-0,03-0,06-0,12-0,24-0,48 mM y de
acetiltiocolina: 0-1,42-3,33-7,14 mM

Se realizaron dos experimentos independientes. Los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.10 y se procesaron con el mddulo de cinética enzimatica del software Sigma Plot
12.5. Se observd que la acetiltiocolina no altera la actividad PVasa del componente EB. Los

pardmetros que resultaron del ajuste se muestran en la Tabla 5.5.
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Figura 5.10. Curva de Michaelis-Menten de la actividad PVasa resistente a mipafox 25 uM (EB) en
presencia de acetiltiocolina. Se representan los datos experimentales obtenidos de la interaccion de la
acetiltiocolina con el componente esterasico EB. Circulos negros corresponden a una concentracion de

acetiltiocolina 0 mM, circulos blancos 1,42 mM, triangulos negros 3,33 mM vy triangulos blancos 7,14 mM.

Tabla 5.5. Parametros cinéticos de la actividad PVasa en experimento de inhibicion con acetiltiocolina

correspondiente a la Figura 5.10. Se muestran los valores de dos experimentos independientes.

2

Vmax (nmoles/min) Km (MmM) R
Experimento 1 5465 0,107 0,995
Experimento 2 5999 0,160 0,993
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Interaccion de acetiltiocolina con la actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM (componente
Ey)

Se preinhibié una preparacion de fraccién soluble de 30 mg/mL con paraoxon 25 uM durante
30 min, después se afiadié una mezcla de fenilvalerato y acetiltiocolina y se midié la
actividad PVasa. Las concentraciones usadas de PV fueron: 0,01-0,03-0,06-0,12-0,24-0,48 mM
y de acetiltiocolina: 0-1,42-3,33-7,14 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes. Los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.11 y se procesaron con el mddulo de cinética enzimatica del software Sigma Plot
12.5. Se observd que la acetiltiocolina interacciona con el componente Ey de la actividad
PVasa, aumentando Ky, al incrementar la concentracién de acetiltiocolina. La Vmax no resultd
alterada. El mejor modelo enzimatico que se ajustd a los datos segun el criterio de Akaike (ver
Materiales y Métodos) fue el correspondiente al modelo de inhibicidon competitiva. Los

pardmetros que resultaron del ajuste se muestran en la Tabla 5.6.
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Figura 5.11. Curva de Michaelis-Menten de la actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM (Ey) en
presencia de acetilcolina (A) y su representacion de Lineweaver-Burk (B). Se representan los datos
experimentales de uno de los dos experimentos y las lineas representan el modelo que mejor se ajusta segun
el criterio Akaike de una inhibicién competitiva. Los circulos negros corresponden a una concentracién de

acetiltiocolina 0 mM, circulos blancos 1,42 mM, triangulos negros 3,33 mM vy tridngulos blancos 7,14 mM.

Tabla 5.6. Parametros cinéticos de la actividad PVasa en experimento de inhibicién con acetiltiocolina

correspondiente a la Figura 5.11. Se muestran los valores de dos experimentos independientes.

Vmax (nmoles/min) Ky (mM) K, (mM) R’

Experimento 1 1255 0,0071 0,198 0,933
Experimento 2 1281 0,0083 0,257 0,957
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5.2.3. Inhibicion de actividad PVasa total.

Inhibicion de la actividad PVasa total con iso-OMPA.

Inhibicién a dos tiempos.

Se estudié en un experimento la inhibicién de la actividad PVasa soluble de cerebro a una
concentracidn equivalente a 15 mg/mL de tejido fresco y se preincubd durante 10 o 30 min a
37°C con iso-OMPA 900 uM. Transcurrido ese tiempo se midié la actividad PVasa, las medidas
se realizaron por triplicado. La inhibicién a 10 min fue 18,5+0,1% y a 30 min 34,9+0,1% (Figura
5.12).

La observacion de diferente inhibicion a los dos tiempos de incubacion ensayados sugiere una

inhibicién dependiente del tiempo y por lo tanto de tipo irreversible.

l 18,5% 34,9%
100 % - &
tﬂ 65,1%
’TH
| ]
ouM 900 uM 900 uM
iso-OMPA  iso-OMPA iso-OMPA
10 min 30 min

Figura 5.12. Inhibicién de actividad PVasa total por iso-OMPA 900 uM
durante 10 o 30 min de preincubacion.
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Inhibicién a tiempo fijo.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacidn durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de iso-OMPA, comprendidas entre 0 y 1500 pM.
Transcurrido ese tiempo se midioé la actividad PVasa. En la Figura 5.13 se muestran los datos
obtenidos de uno de los experimentos (experimento 2) asi como el modelo irreversible que
mejor se ajustd segun el test de la F. El mejor ajuste fue el modelo de tres componentes
enzimaticos que se inhiben. La Tabla 5.7 muestra los pardmetros obtenidos tras el ajuste a la

ecuacion Ec. 5.1.

E= El* e_kll'l + Ez* e_kzl'l + E3* e_k3l'l [EC.5.1.]
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Figura 5.13. Inhibicién con iso-OMPA a tiempo fijo de la actividad PVasa soluble de cerebro. Se usé
la fraccidn soluble correspondiente a 15 mg/mL de tejido fresco con concentraciones de iso-OMPA
comprendidas entre 0 y 1500 uM durante 30 min a 37°C. Los porcentajes de actividad PVasa estan
referidos a la actividad PVasa del control sin iso-OMPA. Se muestra la curva correspondiente al

experimento 2 de la Tabla 8, ajustada a la Ec. 5.1.

89



RESULTADOS

Tabla 5.7. Parametros y componentes de la curva de inhibicion a tiempo fijo con iso-OMPA de la

actividad PVasa de fraccion soluble de cerebro. Se muestran los valores deducidos del ajuste matematico

al mejor modelo exponencial de tres componentes segun el test de la F de, de los datos obtenidos en dos

experimentos independientes.

Componente Experimento Amplitud k’ k(*) Iso(**)
(%) (rM-1) (kM-1 - min-1) (1M)
E, 1 10,5 2,627 0,0876 0,26
2 8,3 6,389 0,213 0,11
E, 1 20,3 0,0189 0,000630 36,70
2 23,1 0,0314 0,00105 22,10
Es 1 69,9 0,0000966 0,00000322 *EK
2 68,6 0,0000887 0,00000296 *Ek

(*)siendo K, la constante de segundo orden. k=k’/30

(**)Iso=-Ln(0,5)/k’

(***)1so mucho mayor que la maxima concentracién ensayada por lo que consideramos el componente resistente.
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Inhibicién de la actividad PVasa total con BW284C51.

Inhibicién a dos tiempos

Se estudid en un experimento la inhibicién de la actividad PVasa soluble de cerebro utilizando
una concentracion equivalente a 15 mg/mL de tejido fresco que se preincubd durante 10 o 30
min a 37°C con una concentracion de BW284C51 50 uM. Transcurrido ese tiempo se midio la
actividad PVasa. La inhibicidon se calculd respecto de un control que no llevaba inhibidor. Las
medidas se realizaron por triplicado. La inhibicién fue del 4,0£0,1% a los 10 miny 12.1+0,1% a
los 30 minutos (Figura 5.14). La inhibicidn fue mayor a 30 minutos. La observacion de diferente
inhibicion a los dos tiempos de incubacién ensayados sugiere una inhibicién de tipo

irreversible.

4,0 % 12,1%

— |

96,0 %

87,9%
0OuMm 50 uM 50 uM
BW284C51 BW284C51 BW284C51

10 min 30min

Figura 5.14. Inhibicion de actividad PVasa total por BW284C51 50 uM,

durante 10 o 30 min de preincubacion con la fraccidon soluble de cerebro.
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Inhibicién a tiempo fijo.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacidn durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de BW284C51, entre 0 y 1000 uM. Transcurrido ese
tiempo se midid la actividad PVasa. En la Figura 5.15 se muestran los datos obtenidos asi
como el modelo irreversible que mejor se ajusté segun el test de la F. El mejor ajuste fue el
modelo de un componente que se inhibe (E;) otro resistente (Egz). La Tabla 5.8 muestra los

parametros obtenidos tras el ajuste a la ecuacidn (Ec. 5.2.)

E=E,;,e Xtl+Ex [Ec.5.2.]
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Figura 5.15. Inhibicién con BW284C51 a tiempo fijo de la actividad PVasa soluble de cerebro. Se usé
la fraccién soluble correspondiente a 15 mg/mL de tejido fresco con concentraciones de BW284C51
comprendidas entre 0 y 1000 uM durante 30 min a 37°C. Los porcentajes de actividad PVasa estan
referidos a la actividad PVasa del control sin BW284C51. Se muestra la curva correspondiente al

experimento 2 de la Tabla 5.8. ajustada a la Ec. 5.2.
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Tabla 5.8. Parametros y componentes de la curva de inhibicion a tiempo fijo con BW284C51 de la
actividad PVasa de fraccidon soluble de cerebro. Se muestran los valores deducidos del ajuste
matematico al mejor modelo exponencial de dos componentes segln el test de la F de, a partir de los

datos obtenidos en dos experimentos independientes.

Exp. E, k’ k Iso (LM)** Er
(%) (uM7) (uM™ - min)* (%)
1 14,1 0,0100 0,000333 69,31 85,9
2 13,6 0,0158 0,000526 43,90 86,4

(*)Siendo K, la constante de segundo orden. k=k’/30

(**)1so=-Ln(0,5)/k’

Inhibicion de la actividad PVasa total con etopropazina.

Inhibicién a dos tiempos

Se estudid la inhibicién de la actividad PVasa soluble de cerebro utilizando una concentracion
equivalente a 15 mg/mL de tejido fresco y se preincubd durante 10 o 30 min a 37°C con una
concentracién de etopropazina 100 uM. Transcurrido ese tiempo se midio la actividad PVasa.
La inhibicion se calculd respecto de un control que no llevaba inhibidor. Las medidas se
realizaron por triplicado.

La inhibicién con etopropazina durante 30 min fue similar respecto a la observada a 10 min
(Figura 5.16). Las inhibiciones fueron del 19,2+0,1% para el tiempo de inhibicién de 10 min y
del 18,2+0,5% para 30 min. La observacion de que no hay diferencias en la inhibicién a los dos
tiempos ensayados sugiere una inhibicion no progresiva con el tiempo y por tanto

probablemente de tipo reversible.
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\L 19,2 % J/ 18,2 %

100 %

80,8 % 81,8%
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etopropazina etopropazina etopropazina
10 min 30min

Figura 5.16. Inhibicion de actividad PVasa total por etopropazina 50 pM,
durante 10 o 30 min de preincubacion.

Inhibicién a tiempo fijo.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacion durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de etopropazina, entre 0 y 524 uM. Transcurrido ese
tiempo se midié la actividad PVasa. En la Figura 5.17 se muestran los datos obtenidos
aplicando un modelo en el que se considera la inhibicion reversible. EIl modelo que mejor se
ajustod a los datos, segun el test de la F fue el de dos componentes que se inhiben. La Tabla

5.9 muestra los parametros obtenidos tras el ajuste a la ecuacidn Ec. 5.3.
E=E/(1+A*x)+E,/(1+Bxx) [Ec.5.3.]

Otra interpretacién de estos resultados se plantea en la discusion teniendo en cuenta los datos
obtenidos en el siguiente apartado.
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Figura 5.17. Inhibicion con etopropazina a tiempo fijo de la actividad PVasa soluble de cerebro. Se usé la
fraccion soluble correspondiente a 15 mg/mL de tejido fresco con concentraciones de etopropazina
comprendidas entre 0 y 524 uM durante 30 min a 37°C. Los porcentajes de actividad PVasa estan referidos a la

actividad PVasa del control sin etopropazina. Se muestra el ejemplo del experimento 2 de la Tabla 5.9, tras el
ajuste a la Ec. 5.3.

Tabla 5.9. Parametros y componentes de la curva de inhibicion a tiempo fijo con etopropazina de
actividad PVasa de fraccion soluble de cerebro. Se muestran los valores deducidos del ajuste matematico

al mejor modelo mixto de dos componentes segun el test de la F, a partir de los datos obtenidos en dos
experimentos independientes.

Exp. E (%) A (M?Y) I (MM)  E (%) B (uM?) s, (uM)
1 21,7 0,152 6,56 78,3 0,000074 *
2 21,6 0,155 6,42 78,4 0,000077 *

(*)1so mucho mayor que la maxima concentracidn ensayada por lo que consideramos el componente resistente.
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5.2.4. Inhibicion de los componentes de PVasa Ea y Ey.

Se estudiod la dependencia del tiempo de la inhibicién de los dos componentes enzimaticos de
PVasa (Ea y Ey) que habian mostrado una interaccion con la acetiltiocolina, con los inhibidores
iso-OMPA, BW284C51 y etopropazina.

Interaccion con actividad PVasa resistente a PMSF 1500 uM (Ea) en fraccion soluble de

cerebro.

Se estudié la interaccién de estos inhibidores con la actividad PVasa resistente a PMSF 1500
UM, a diferentes tiempos de incubacién. Se realizaron experimentos con iso-OMPA 1, 10 o 100
UM, a 15 o 30 min de incubacién, y con BW284C51 50 uM y etopropazina a 100 uM durante

10 o0 30 min de incubacién a 37°C.

Se preincubaron 180 L de la fraccion soluble de cerebro de pollo a una concentraciéon de 30
mg/mL, con 20 pL PMSF 1500 uM, durante 30 min a 36°C, a continuacion se afiadio 20 pL de
iso-OMPA, BW284C51 o etopropazina (a las concentraciones indicadas en el volumen de 220
pL) y se preincubd la mezcla durante el tiempo indicado para cada inhibidor; después se

afiadio el sustrato PV y se ensayé como se detalla en Materiales y Métodos.

Se midid la actividad PVasa y se calculd el porcentaje de actividad residual respecto del control

preincubado solo con PMSF.

La actividad residual a los 15 min con iso-OMPA 100 uM fue de 62,6+4,0% y a los 30 min de
36,6+2,3% (Figura 5.18). La inhibicién es progresiva con el tiempo y por lo tanto de tipo

irreversible o covalente.
No se detecté inhibicién con 50 uM BW284C51 (Figura 5.19).

A los 10 min con etopropazina 100 uM la actividad fue de 53,1+2,1% y la misma a los 30 min
(Figura 5.19). La observacion de que no hay diferencias en la inhibicidon a los dos tiempos
ensayados sugiere una inhibicién no progresiva con el tiempo y por tanto probablemente de

tipo reversible.
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Figura 5.18. Actividad PVasa resistente a PMSF 1500 puM (componente Ea) inhibida con iso-OMPA 1, 10
0 100 uM, durante 15 min (barras verde claro) o 30 min (barras verde oscuro).
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Figura 5.19. Actividad PVasa resistente a PMSF 1500 uM (componente Ea) inhibida con
etopropazina 100 uM (barras naranjas), o con BW284C51 50 uM (barras azules), 10 o 30
min.
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Interaccion con actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM (Ey) en fraccion soluble de

cerebro.

Se estudio la inhibicion de la actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM con iso-OMPA o
BW284C51 o etopropazina, a 10 o 30 min de incubacion. Para ello se preincubé la fraccidon
soluble de cerebro de pollo a una concentracién de 30 mg/mL durante 30 minutos a 37°C con
20 plL de paraoxon 25 uM en 200 pL. Transcurrido el tiempo de preinhibicidn, se incubaron 10
0 30 minutos con iso-Ompa o BW284C51 o etopropazina. La actividad PVasa residual se midid

como se detalla en el capitulo de Materiales y Métodos.

La actividad residual a los 10 min de inhibicién con iso-OMPA 0,4 uM fue 98,0+0,1% y a los 30
min de 95,4+0,3% (Figura 5.20), la inhibicién con iso-OMPA 1, 5 o 25 puM mostré que la
actividad residual fue menor a los 30 min de incubacién con iso-OMPA 5 o0 25 uM excepto en
el caso de la inhibicién con iso-OMPA 1 uM que dio como resultado una inhibicién de
32,5+0,3% a los 10 miny 26,7+0,1% a los 30 min.

Los resultados de la inhibicién a 10 o 30 minutos con iso-OMPA 0,4, 5 y 25 uM sugieren una
inhibicion dependiente del tiempo y por lo tanto de tipo irreversible, la incubacién con iso-
OMPA 900 uM implica que hemos llegado al maximo porcentaje de inhibicion. Sin embargo los
resultados de la incubacién con iso-OMPA 1 uM hacen posible explicaciones que incluyen la
existencia de fendmenos de resistencia y que se desarrollan en el apartado correspondiente
del capitulo de la Discusion. La actividad residual a los 10 min de inhibiciéon con iso-OMPA 900
UM fue de 60,210,3% y a los 30 min de 60,9+0,1% , con esta concentracién hemos alcanzado la
maxima inhibicidn.

Y con BW284C51 50 uM, a los 10 min fue de 86,8+0,1% y a los 30 min de 77,7+0,1% (Figura

5.21), la inhibicion aumentdé de 13,2 a 22,3% con el tiempo.

La actividad residual con etopropazina 100 uM a los 10 min de inhibicion fue de 78,4+0,1% vy a
los 30 min de 68,3+0,6% (Figura 5.22) que implica un incremento de inhibicién de 21 a 32%

con el tiempo.

Las inhibiciones por etopropazina y BW284C51, si dependen del tiempo, lo que sugiere que

son de tipo irreversible.
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95,4 %

73,3 %
61,9 % 64,6 %

60,9 %

0 0,4 1 5 25 900

iso-OMPA (uUM)

Figura 5.20. Actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM (componente Ey) inhibida con iso-OMPA 0,4, 1,
5, 25 0 900 uM 10 o 30 min de inhibicidn.

13,2% 22,3%

86,8%
77,7%
CONTROL 50 uM BW284C51 50 uM BW284C51
0 M BW284C51 10 min 30 min.

Figura 5.21. Actividad PVasa resistente a paraoxon 25 pM
(componente Ey) inhibida con BW284C51 50 uM, 10 o 30 min
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21,6% 31,7%
78,4%
68,3%
CONTROL 100 uM etopropazina 100 uM etopropazina
0 pM etopropazina 10 min 30 min

Figura 5.22. Actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM
(componente Ey) inhibida con etopropazina 100 uM, 10 o 30
min.
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5.3. ACTIVIDAD HIDROLIZANTE DE ACETILTIOCOLINA EN FRACCION SOLUBLE.

5.3.1. Deteccidn de actividad aplicando las condiciones experimentales de Ea, EB y Ey.

Las concentraciones de PMSF, mipafox y paraoxon utilizadas para discriminar los componentes
enzimaticos de actividad PVasa, se aplicaron para estudiar la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina, con el objetivo de establecer la actividad colinesterasa en las condiciones en

las que se miden los componentes Ea, EB y Ey (Mangas et al 2011, 2012).

La incubacion de la preparacién soluble de cerebro con PMSF 1.500 uM durante 30 min
condicién en la que se determina Ea, en dos experimentos independientes, produjo una
actividad residual del 69%, 72% (Figura 5.23).

En las condiciones en las que se discrimina EB, la incubacién de la preparacién soluble de
cerebro con mipafox 25 UM durante 30 min, en dos experimentos independientes, produjo
una actividad residual de 68%, 69%.

Con paraoxon 25 puM durante 30 minutos, en dos experimentos independientes, no se detectd
actividad significativa, lo que es coherente con la sensibilidad conocida de la AChE al paraoxon
con 150 (30 min) a niveles de concentracidon de nanomolar (10-28 nM) (Lotti y Johnson, 1978;
Kemp y Wallace, 1990). Por lo tanto en las condiciones en las que se determina PVasa- Ey, no

se detect6 actividad hidrolizante de acetiltiocolina (Figura 5.23).

28%, 31%

28%, 29%

69%, 72%
68%, 69%

CONTROL PMSF CONTROL  mipafox CONTROL paraoxon

Figura 5.23. Actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a PMSF 1500 puM, mipafox 25 pM y

paraoxon 25 pM. Se muestran los valores de actividad residual obtenidos después de la incubacién con

los tres inhibidores. Se dan los valores de dos experimentos independientes.
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5.3.2. Interaccion de PV con la actividad hidrolizante de acetiltiocolina.
Observaciones preliminares de inhibicion con PV.

Se midid actividad hidrolizante de acetiltiocolina total o acetil-B-metil-tiocolina en presencia de
PV. Para ello se incubd una preparacion de la fraccidn soluble (15 mg/mL en el volumen final)
con una preparacion de PV 5,6 mM y acetil-B-metil-tiocolina 30 mM, durante 10 min a 37°C.
Después de parar la reaccién con una solucion de SDS/ DTNB (segun se detalla en Materiales y
Métodos), se transfirieron 300 pL de la mezcla a una microplaca y se midié la absorbancia a
410 nm. En el ensayo se incluyd un control que contenia solo acetil-B-metil-tiocolina como
sustrato (sin PV), asi como controles de hidrélisis espontdanea (muestras sin tejido). Se
realizaron dos experimentos independientes y en cada uno se hicieron medidas por triplicado.

Se observé un descenso de la actividad de 1,1%, 2,8% respecto del control sin PV (Tabla 5.10).

También se realizé un experimento utilizando acetiltiocolina 30 mM como sustrato, donde la
disminucién fue del 10,7%, 14,2%.

Esta observacion sugiere que al menos parte de la actividad colinesterasa puede ser interferida
por PV y que la inhibicién causada por el PV fue mayor cuando se utilizé acetiltiocolina como

sustrato.

Tabla 5.10. Actividad hidrolizante de acetiltiocolina total incubando el sustrato acetil-B-metil-

tiocolina o acetiltiocolina en presencia de PV como inhibidor.

Experimento Sustrato Actividad residual Inhibicién
(%+DE) (%+DE)
Experimento 1 acetil-B-metil-tiocolina 97,210,1% 2,8%t0,1%
Experimento 2 30mM 98,91+0,1% 1,1+0,1%
Experimento 1 Acetiltiocolina 30 mM 89,310,1% 10,7+0,1%
Experimento 2 85,8+0,1% 14,2+ 0,1%
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Interaccion de PV con la actividad resistente a PMSF 1500 uM.

Se preinhibié una preparacion de la fraccién soluble (10 mg/mL en el volumen final de
reacciéon) con PMSF 1500 uM durante 30 min, después se afadié una mezcla de acetiltiocolina
y PV (en agua mili Q) y el ensayo se llevé a cabo como se describe en Materiales y Métodos,
finalmente se midié la absorbancia. Las concentraciones usadas de acetiltiocolina fueron 0,04-
0,1-0,5-1,4-4,3-12,8 mM y las de PV 0-1,4-4,3- 8,6 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes. Los datos se procesaron, con el mdédulo de
cinética enzimatica del software Sigma Plot 12.5. Se observd que el PV interacciona con la
actividad residual hidrolizante de acetiltiocolina resistente a PMSF 1500 uM, aumentando la
Km al incrementar la concentracién de PV. La Vmax no resulté alterada. EIl mejor modelo
enzimatico que se ajusto a los datos segun el criterio de Akaike (ver Materiales y Métodos) fue
el correspondiente al modelo de inhibicion competitiva (Figura 5.24). Los parametros que

resultaron del ajuste se muestran en la Tabla 5.11.

14 - B

Velocidad (nmoles/min)
1/velocidad (min/nmoles)

0 2 4 6 8 10 12 14 10, o £o 20 S0

acetiltiocolina (mM) 1/acetiltiocolina (mM'l)
Figura 5.24. Curva de Michaelis-Menten de la actividad AChE resitente a PMSF 1500 pM en presencia de
PV (A) y su representacion de Lineweaver-Burk (B). Se representan los datos experimentales de uno de los
experimentos y las lineas representan el modelo que resulté del mejor ajuste segun el criterio de Akaike de
una inhibicion competitiva. Los circulos negros corresponden a una concentracién de fenilvalerato 0 mM,

circulos blancos 1,4 mM, triangulos negros 4,3 mM vy triangulos blancos 8,6 mM

Tabla 5.11. Parametros cinéticos de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina en experimento de
inhibicidn con PV correspondiente a la Figura 5.24. Se muestran los valores de dos experimentos

independientes a una inhibicién competitiva.

Vmax (nmoles/min) Km (MmM) K, (mM) R’

Experimento 1 12,2 0,090 1,70 0,997
Experimento 2 12,2 0,111 2,23 0,989
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Interaccion de PV con la actividad resistente a mipafox 25 uM.

Se preinhibié una preparacion de la fraccion soluble (10 mg/mL) con mipafox 25 uM durante
30 min. Después se aiadié una mezcla de acetiltiocolina y PV y el ensayo se llevd a cabo como
se describe en Materiales y Métodos, finalmente se midié la absorbancia. Las concentraciones
usadas de acetiltiocolina fueron 0,04-0,1-0,5-1,4-4,3-12,8 mM y las de PV 0-1,4-4,3- 8,6 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes. Los datos se procesaron con el mdédulo de
cinética enzimdtica del software Sigma Plot 12.5. Se observd que el PV interacciona
aumentando la Ky al incrementar la concentracién de PV. La Vmax no cambié. El mejor
modelo enzimatico que se ajusté a los datos segun el criterio de Akaike (ver Materiales y
Métodos) fue el correspondiente al modelo de inhibicién competitiva (Figura 5.25). Los

pardmetros que resultaron del ajuste se muestran en la Tabla 5.12.

velocidad (nmoles/min)
1/velocidad (min/nmoles)

0 2 4 6 8 10 12! 14

-20 -10 0 10 20 30
_1)

acetiltiocolina (mM)
1/acetiltiocolina (mM

Figura 5.25. Curva de Michaelis-Menten de la actividad AChE resitente a mipafox 25 puM en presencia
de PV (A) y su representacion de Lineweaver-Burk (B). Se representan los datos experimentales de uno
de los experimentos y las lineas representan el modelo que resulté del mejor ajuste segun el criterio de
Akaike de una inhibicion competitiva. Los circulos negros corresponden a una concentracion de

fenilvalerato 0 mM, circulos blancos 1,4 mM, triangulos negros 4,3 mM vy triangulos blancos 8,6 mM

Tabla 5.12. Parametros cinéticos e indices estadisticos obtenidos. Se muestran los valores de dos

experimentos independientes, aplicando el modelo de inhibicion competitiva.

2

Vmax (nmoles/min) Ky (mM) Ki(mM) R
Experimento 1 6,6 0,050 0,440 0,979
Experimento 2 6,9 0,065 0,570 0,969
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Interaccion de PV con la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a paraoxon 25 uM.

El componente Ey de actividad PVasa descrito por Mangas et al (2011, 2012) se discrimina
mediante la inhibicién de la actividad enzimdtica con paraoxon 25 uM. En estas condiciones se

observé que no hay una actividad hidrolizante de acetiltiocolina significativa.

5.3.3. Inhibicion de actividad hidrolizante de acetiltiocolina con iso-OMPA, BW284C51 y
etopropazina.

Inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina total con iso-OMPA.
Inhibicién a dos tiempos.

Se estudid en un experimento la inhibicién de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina
soluble de cerebro a una concentracién equivalente a 10 mg/mL de tejido fresco y se
preincubd durante 10 o 30 min a 37°C con iso-OMPA 0,6 6 500 uM. Transcurrido ese tiempo se
midio la actividad. Las medidas se realizaron por triplicado. La inhibicién con iso-OMPA 0,6 uM
a 10 min fue 12+0,1% y a 30 min 18,5+0,1%. La inhibicidon con iso-OMPA 500 uM a 10 min fue
10,240,1% y a 30 min 25,9+0,1% (Figura 5.26).

La observacidon de diferente inhibicidn a los dos tiempos de incubacidn ensayados sugiere una

inhibicién dependiente del tiempo y por lo tanto de tipo irreversible.

12,0% 10,2 %
100 % 18,5 % 25,9%
\‘/
81,4 %
74,0 %
0 0,6 500
iso-OMPA(uM)

Figura 5.26. Inhibicion de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total por iso-OMPA
0,6 6 500 uM, durante 10 min (verde oscuro) o 30 min (verde claro) de preincubacién.
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Inhibicién a tiempo fijo.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacién durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de iso-OMPA, comprendidas entre 0 y 1500 pM.
Transcurrido ese tiempo se midio la actividad hidrolizante de acetiltiocolina. En la Figura 5.27
se muestran los datos obtenidos de uno de los experimentos (experimento 1) asi como el
modelo irreversible que mejor se ajustd a los datos segln el test de la F. El mejor ajuste fue el
modelo de dos componentes enzimaticos que se inhiben y uno resistente. En la Tabla 5.13 se

muestran los pardmetros obtenidos tras el ajuste a la ecuacion Ec. 5.4.

E=E; - eK1 "D 4 E,. (K2 *D 4 E [Ec. 5.4.]

100 H

60

40

% Actividad

20

0 T T T T
0 400 800 1200 1600

iSO-OMPA (uM)

Figura 5.27. Inhibicion con iso-OMPA a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina de fraccidn soluble de cerebro. Se usd la fraccién soluble correspondiente
a 10 mg/mL de tejido fresco con varias concentraciones de iso-OMPA comprendidas entre
0y 1500 uM durante 30 min a 37°C. Los porcentajes de actividad estan referidos a la
actividad hidrolizante de acetiltiocolina del control sin iso-OMPA. Se muestra la curva
correspondiente al experimento 1 ajustada a la Ec. 5.4 cuyos parametros se muestran en

la Tabla 5.13.
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Tabla 5.13. Parametros y componentes de la curva de inhibicidn con iso-OMPA de actividad hidrolizante
de acetiltiocolina de fraccion soluble de cerebro. Se muestran los valores deducidos del ajuste
matematico al modelo de dos componentes exponenciales y uno resistente segun el test de la F, a partir

de los datos obtenidos en dos experimentos independientes.

P %) @MYy @Mt min?Y)  @M) (%) (@MY @Mmin?) (M) (%)
1 16,4 1,007 0,0335 068 53,1 000113  0,0000377 612 30,4
2 17,8 1,418 0,0472 048 52,7 000106  0,0000354 652 29,4

(*)siendo K, la constante de segundo orden. k=k’/30

(**)1so=-Ln(0,5)/k’

Inhibicidn de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina total con BW284C51.

Inhibicién a dos tiempos.

Se estudio la inhibicién de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina utilizando una
concentracién equivalente a 10 mg/mL de tejido fresco que se preincubd durante 10 o 30 min
a 37°C con una concentracion de BW284C51 0,41 uM. Transcurrido ese tiempo se midié la
actividad. Las medidas se hicieron por triplicado. La actividad residual a los 10 min de
inhibicién fue de 71,5+0,1% y a los 30 min de 70,3+0,1% (Figura 5.28). La inhibicidn no fue
mayor a 30 minutos. La observacidon de que no hay diferencias en la inhibicién a los dos
tiempos ensayados sugiere una inhibicidn no progresiva con el tiempo y por tanto de tipo

reversible.

28,5% 29,7%
71,5% 70,3%
CONTROL 0,41 pM BW284C51 0,41 pM BW284C51
0 pM BW284C51 10 min 30 min

Figura 5.28. Inhibicion de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total por
BW284C51 0,41 uM, durante 10 o 30 min de preincubacion
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Inhibicién a tiempo fijo

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacidn durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de BW284C51, entre 0 y 524 uM. Transcurrido ese
tiempo se midiod la actividad. En la Figura 5.29 se muestran los datos obtenidos asi como el
modelo reversible que mejor se ajusté a los datos, segun el test de la F. El mejor ajuste fue el

modelo de dos componentes que se inhiben (Ec. 5.5.). La Tabla 5.14 muestra los parametros

obtenidos tras el ajuste.

E=(E{/1+A*x))+ (E;/(1+B=*x)) [Ec.5.5.]
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Figura 5.29. Inhibicién con BW284C51 a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina de
fraccion soluble de cerebro. Se uso la fraccion soluble correspondiente a 10 mg/mL de tejido fresco
con concentraciones de BW284C51 comprendidas entre 0 y 524 uM durante 30 min a 37°C. Los
porcentajes de actividad estan referidos a la actividad hidrolizante de acetiltiocolina del control sin
BW284C51. La curva esta ajustada a la Ec. 5.5.

Tabla 5.14. Parametros y componentes de la curva de inhibicion con BW284C51 de actividad
hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion soluble de cerebro. Se muestran los valores deducidos del
ajuste matematico al modelo de dos componentes sensibles y uno resistente segun el test de la F, a

partir de los datos obtenidos en dos experimentos independientes.

Experimento. E; A Iso E, B Iso
(%) (M) (um) (%) (uM?) (1M)

1 96,8 5,46 0,18 3,2 0,057 17,45

2 96,4 5,99 0,17 3,6 0,076 13,09
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Inhibicidn de la actividad total con etopropazina.

Inhibicién a dos tiempos

Se estudid la inhibicidn de la actividad utilizando una concentracidn equivalente a 10 mg/mL
de tejido fresco para ello se preincubd durante 10 o 30 min a 37°C con una concentracion de
etopropazina 0,2 o 600 uM. Transcurrido ese tiempo se midié la actividad. La inhibicién se

calculd respecto de un control que no llevaba inhibidor. Las medidas se hicieron por triplicado.

La inhibicion con etopropazina durante 30 min no aumentdé respecto a la observada a 10 min
en las dos concentraciones ensayadas (Figura 5.30). La actividad residual a los 10 min con
etopropazina 0,2 uM fue de 90,210,1% y a los 30 min de 89,9+0,1%. Con etopropazina 600 uM
fue de 60+0,1% y 61,4+0,1%. La observacion de que no hay diferencias en la inhibicién a los
dos tiempos ensayados con ninguna de las dos concentraciones ensayadas sugiere una

inhibicidn no progresiva con el tiempo y por tanto de tipo reversible.

100 %

89,9%

61,4 %

0 0,2 600
etopropazina (LM)

Figura 5.30. Actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a PMSF 1500 uM (Ea) inhibida con

etopropazina 0,2 0 600 puM, 10 min (barras naranja oscuro) o 30 min (barras naranja claro).
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Inhibicién a tiempo fijo.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacién durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de etopropazina, entre 0 y 524 uM. Transcurrido ese
tiempo se midié la actividad. En la Figura 5.31 se muestran los datos experimentales
obtenidos asi como el modelo reversible que mejor se ajusté a los datos, segln el test de la F.

El mejor ajuste fue el de dos componentes (Ec. 5.6.). La Tabla 5.15 muestra los parametros
obtenidos tras el ajuste.

E=E;/(1+A*x)+E,/(1+Bx*x) [Ec.5.6.]

100 A

40 - °

% Actividad
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Figura 5.31. Inhibicidon con etopropazina a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina de fraccion soluble de cerebro. Se usd la fraccidn soluble correspondiente a 10
mg/mL de tejido fresco con varias concentraciones de etopropazina comprendidas entre 0 y
524 uM durante 30 min a 37°C. Los porcentajes de actividad estdn referidos a la actividad

hidrolizante de acetiltiocolina del control sin etopropazina.

Tabla 5.15. Parametros y componentes de actividad hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion soluble
de cerebro. Se muestran los valores deducidos del ajuste matematico al modelo de dos componentes
sensibles segln el test de la F de la curva de inhibicién a tiempo fijo con etopropazina, a partir de los
datos obtenidos en dos experimentos independientes.

Experimento  E, (%) ARMY)  ls(mM)  E (%) B (HMT)  Iso(uM)
1 13,2 20,00 0,050 86,8 0,0017 594
2 10,8 35,46 0,028 89,2 0,0018 555
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5.3.4. Inhibicion de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total con paraoxon, mipafox
y PMSF.

Inhibicidon de la actividad total con paraoxon.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacién durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de paraoxon comprendidas entre 0 y 650 nM.
Transcurrido ese tiempo se midié la actividad hidrolizante de acetiltiocolina En la Figura 5.35
se muestran los datos obtenidos asi como el modelo de inhibicién irreversible que mejor se
ajustod, segln el test de la F. El mejor ajuste fue el modelo de un componente (Ec. 5.7.). La

Tabla 5.16 muestra los parametros obtenidos tras el ajuste.

E= E; - ek*! [Ec. 5.7]
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80 -
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Figura 5.32. Inhibicidn con paraoxon a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina soluble
de cerebro. Se uso la fraccion soluble correspondiente a 10 mg/mL de tejido fresco con varias
concentraciones de paraoxon comprendidas entre 0 y 650 UM durante 30 min a 37°C. Los porcentajes de

actividad estan referidos a la actividad hidrolizante de acetiltiocolina del control sin paraoxon.

Tabla 5.16. Parametros y componentes de la curva de inhibicion a tiempo fijo con paraoxon de
actividad hidrolizante de acetiltiocolina de fraccidon soluble de cerebro. Se muestran los valores
deducidos del ajuste matematico al mejor modelo exponencial segun el test de la F, a partir de los

datos obtenidos en dos experimentos independientes aplicando la Ec.5.7.

Experimento E,; (%) k' (nM™) k* (nM™ - min™) Iso** (nM)
1 99,8 0,10 0,0035 6,6
2 99,8 0,11 0,0038 6,1

(*)siendo K, la constante de segundo orden. k=k’/30
(**)Iso=-Ln(0,5)/k’
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Inhibicion de la actividad total con mipafox.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacidon durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de mipafox comprendidas entre 0 y 900 pM.
Transcurrido ese tiempo se midié la actividad hidrolizante de acetiltiocolina En la Figura 5.36
se muestran los datos obtenidos asi como el modelo de inhibicién irreversible que mejor se
ajustod, segun el test de la F. El mejor ajuste fue el modelo de un componente (Ec. 5.8). La

Tabla 5.17 muestra los pardmetros obtenidos.

E= E, - e k™I [Ec.5.8]
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Figura 5.33. Inhibiciéon con mipafox a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina de
fraccién soluble de cerebro. Se usé fraccion soluble correspondiente a 10 mg/mL de tejido fresco
con varias concentraciones de mipafox comprendidas entre 0 y 1500 uM durante 30 min a 37°C. Los

porcentajes de actividad estan referidos a la actividad hidrolizante de acetiltiocolina del control sin
mipafox.

Tabla 5.17. Parametros y componentes de la curva de inhibicion con mipafox a tiempo fijo de actividad
hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion soluble de cerebro. Se muestran los valores deducidos del
ajuste matematico al modelo exponencial de un componente, segun el test de la F, de los datos obtenidos

en dos experimentos independientes aplicando la Ec.5.8.

Experimento E; (%) k' (M) k* (uM- min™) Iso** (LM)
1 100 0,024 0,00080 28,64
2 100 0,032 0,0010 21,13

(*)siendo K, la constante de segundo orden. k=k’/30
(**)Iso=-Ln(0,5)/k’
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Inhibicidn de la actividad total con PMSF.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacidon durante 30 min
a 372C con concentraciones crecientes de PMSF comprendidas entre 0 y 4000 pM.
Transcurrido ese tiempo se midié la actividad hidrolizante de acetiltiocolina. Los datos se
ajustaron a un modelo de inhibicién irreversible considerando que el inhibidor se hidroliza con
el tiempo (Estévez et al, 2007). En la Figura 5.37 se muestra el mejor ajuste que segun el test
de la F fue el modelo de dos componentes que se inhiben exponencialmente y considerando

la hidrdlisis del inhibidor (Ec. 5.9). La Tabla 5.18 muestra los parametros obtenidos tras el
ajuste.

E=E, - e V-0 /kh) L g . o@D -1 /kh) [Ec. 5.9]
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Figura 5.34. Inhibicion con PMSF a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina de
fraccién soluble de cerebro. Se usé la fraccidn soluble correspondiente a 10 mg/mL de tejido
fresco con varias concentraciones de PMSF comprendidas entre 0 y 1500 uM durante 30 min a
37°C. Los porcentajes de actividad estan referidos a la actividad hidrolizante de acetiltiocolina del

control sin PMSF y aplicando la Ec. 5.9 cuyos parametros se dan en |la Tabla 5.18

Tabla 5.18. Parametros y componentes del la curva de inhibicion con PMSF de la actividad
hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion soluble de cerebro. Se muestran los valores deducidos del
ajuste matematico al mejor modelo exponencial, de dos componentes segun el test de la “F’de los

datos obtenidos en dos experimentos independientes.

Experimento  E; (%) k(M min™) 15 (M) E, (%) k(M- min?) 15 (pM) kh
1 11.2 0,23 04 888  0,000043 2.000 0.136
2 14.9 0,13 04 850  0,000036 2.000 0.105
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5.3.5. Inhibicidn secuencial a un tiempo fijo con dos inhibidores

Los experimentos de inhibicién a tiempo fijo con iso-OMPA, PMSF y etopropazina han
permitido discriminar varios componentes, algunos de amplitudes similares. Para detectar
componentes comunes para cada inhibidor se disefid un experimento en el que primero se
preincubd con uno de los inhibidores y después se afiadié un segundo inhibidor, a las

concentraciones necesarias de cada uno para inhibir el componente en ambos casos.

Preincubacion con PMSF y posterior inhibicién con etopropazina, y viceversa

La Figura 5.32 muestra la actividad obtenida tras la inhibicidn de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina durante 30 minutos de incubacién a 37 2C con PMSF 100 uM (concentracion
que inhibe totalmente el componente mas sensible a PMSF) o con etopropazina 150 uM
(concentracién que inhibe totalmente el componente mas sensible a etopropazina), asi como
PMSF 100 uM y etopropazina 150 uM o etopropazina 150 uM y 100 uM de PMSF.
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Figura 5.35. Actividad residual hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion soluble
de cerebro con PMSF y etopropazina. La actividad se ensayd tal como esta descrito
en el capitulo de Materiales y Métodos. En la leyenda, el primer inhibidor indica el
primer inhibidor utilizado en la inhibicién secuencial (ver Materiales y métodos).

Los porcentajes de actividad son referidos a la actividad del control.
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Se observa que hay menos actividad residual cuando se inhibe secuencialmente con dos
inhibidores, que cuando se inhibe con solamente un inhibidor, lo cual sugiere que la
proporcién que se inhibe con PMSF no es la que se inhibe con etopropazina o que el

componente mas sensible a PMSF no es el mas sensible a etopropazina, y viceversa.

Preincubacidn con PMSF y posterior inhibicidon con iso-OMPA, y viceversa

La Figura 5.33 muestra la actividad obtenida tras la inhibicidn de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina durante 30 minutos de incubacién a 37 2C con PMSF 100 uM (concentracion
que inhibe totalmente el componente mds sensible a PMSF), o con iso-OMPA 30 uM
(concentracién que inhibe totalmente el componente mas sensible a iso-OMPA), asi como
PMSF 100 pM e iso-OMPA 30 uM o iso-OMPA 30 pM y PMSF 100 pM.
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Figura 5.36. Actividad residual hidrolizante de acetiltiocolina de fraccién soluble
de cerebro con PMSF y iso-OMPA. La actividad se ensayd tal como estd descrito en
el capitulo de Materiales y Métodos. En la leyenda, el primer inhibidor indica el
primer inhibidor utilizado en la inhibicién secuencial (ver Materiales y métodos).

Los porcentajes de actividad son referidos a la actividad del control.

Se observa que hay menos actividad residual cuando se inhibe secuencialmente con dos
inhibidores, que cuando se inhibe con solamente un inhibidor, lo cual sugiere que el

componente mas sensible a PMSF no es el mas sensible a iso-OMPA, y viceversa.
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Preincubacion con iso-OMPA y posterior inhibicidon con etopropazina, y viceversa

La Figura 5.34 muestra la actividad obtenida tras la inhibicidn de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina durante 30 minutos de incubacidn a 37 2C con etopropazina 150 puM
(concentracién que inhibe totalmente el componente mas sensible a etopropazina), o con iso-
OMPA 30 uM (concentracion que inhibe totalmente el componente mas sensible a iso-OMPA),

asi como etopropazina 150 uM e iso-OMPA 30 pM o iso-OMPA 30 uM y etopropazina 150 pM.
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Figura 5.37 Actividad residual hidrolizante de acetiltiocolina de fraccidn soluble
de cerebro con etopropazina y iso-OMPA. La actividad se ensayé tal como estd
descrito en el capitulo de Materiales y Métodos. En la leyenda, el primer inhibidor
indica el primer inhibidor utilizado en la inhibicién secuencial (ver Materiales y

métodos). Los porcentajes de actividad son referidos a la actividad del control.

En esta ocasidn, no se observan cambios significativos en la actividad enzimatica al hacer la
inhibicidn secuencial con los dos inhibidores, de lo que se puede deducir que el componente
mas sensible a iso-OMPA se trata también del componente mds sensible a etopropazina y
ademads corresponde a la proporcién de actividad deducida para los componentes mas

sensibles de ambos inhibidores que se sitlan en el rango de 10-17% (Tablas 5.15 y 5.13).
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5.4. ACTIVIDAD PVasa EN MEMBRANAS.
5.4.1. Deteccion de componentes de PVasa en fraccion de membrana: EPa, EPB, EPy y
EPS.

Se detectaron los componentes enzimaticos de la actividad PVasa descritos por Mangas et al.
(2013), llamados EPa, EPB, EPy y EP&. Se considera EPa resistente a PMSF 1000 uM, EPB
resistente a mipafox 50 uM, EPy resistente a paraoxon 25 uMy EPS6 a PMSF 600 uM y mipafox
25 pM. Se aplicd el mismo criterio que en la fraccion soluble para la eleccion de las

concentraciones.

La incubacidn de la preparacion de membrana de cerebro con PMSF 1000 uM durante 30
minutos, en dos experimentos independientes, produjo 90%, 92% de inhibicién de la actividad
PVasa. La actividad resistente (8%, 10%) se considerd una estimacion del componente

esterdsico EPa (Figura 5.38).

La incubacion de la preparacion de membrana de cerebro con mipafox 50 uM durante 30
minutos, en dos experimentos independientes, produjo 59% y 62% de inhibicidon de la
actividad PVasa. La actividad resistente (38%, 41%) se considerd una estimacion del

componente esterasico EP.

Con paraoxon 25 uM durante 30 minutos, en dos experimentos independientes, se produjo
52% vy 61% de inhibicion de la actividad PVasa. La actividad resistente (39%, 48%) se considerd

una estimacion del componente esterdsico EPy.

Con mipafox 25 uM y PMSF 600 uM durante 30 minutos, en dos experimentos independientes,
se produjo 87%, 90% de inhibicion de la actividad PVasa. La actividad resistente (10%, 13%) se

considerd una estimacién del componente esterdsico EPS.

90%, 92% 59%, 62% 52%, 61% 87%, 90%
EPB EPy
ePa | 8%, 10% 38%, 41% 39%, 48% Ers | 10%, 13%
CONTROL PMSF CONTROL mipafox CONTROL paraoxon CONTROL  mipafox +PMSF

Figura 5.38. Actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM, mipafox 50 uM, paraoxon 25 uM o
mipafox 25 pM y PMSF 600 puM. Se muestran los valores de la actividad residual PVasa obtenidos
después de la incubacion con los inhibidores Se dan los valores de dos experimentos

independientes
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5.4.2. Interacciones de acetiltiocolina con la actividad PVasa.

Interaccion de acetiltiocolina con la actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM (componente
EPa).

Se preinhibié una preparacién de la fraccién de membrana de 15 mg/mL con PMSF 1000 uM
durante 30 min, después se afadid una mezcla de fenilvalerato y acetiltiocolina y se midio la
actividad PVasa (como se describe en Materiales y Métodos). Las concentraciones usadas de
PV fueron: 0,01-0,03-0,06-0,12-0,24-0,48 mM y de acetiltiocolina: 0-0,7-1,42-2,14 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes, los datos de uno de los experimentos se
muestran en la Figura 5.39. Se observé que la acetiltiocolina interacciona con la actividad
resistente a PMSF 1000 puM, disminuyendo velocidad mdxima al incrementar la

concentracién de acetiltiocolina (Tabla 5.19.).

El componente EPS es resistente a los inhibidores utilizados para discriminar el resto de
componentes y la actividad resultante es debida a la suma de dos componentes, EPa y EPS,

por este motivo no se pudo aplicar un modelo para establecer los pardmetros cinéticos.

600 A ‘
<
£
©
E 400
©
[}
o
Q
O
T 200 -
>
0 T . T T T T

0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5

Fenilvalerato (mM)

Figura 5.39. Curva de la actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM (EPa) en presencia de
acetiltiocolina. Se representan los datos experimentales de uno de los experimentos. Los circulos negros
corresponden a una concentracion de acetiltiocolina 0 mM, circulos blancos 0,7 mM, triangulos negros
1,42 mM vy tridngulos blancos 2,14 mM
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Tabla 5.19. Velocidad maxima sin inhibidor (V) y en presencia de inhibidor (V’) de la actividad PVasa
en experimento de inhibicidon con acetiltiocolina correspondiente a la Figura 5.39. Se muestran los

valores de dos experimentos independientes. V' es el valor que alcanza la velocidad maxima con la

concentracion mas alta de inhibidor.

\) Vv’

(nmoles/min) (nmoles/min)
Experimento 1 637 250
Experimento 2 960 415

Interaccion de acetiltiocolina con la actividad PVasa resistente a mipafox 50 uM (componente
EPS).

Se preinhibié una preparacién de la fraccién de membrana de 15 mg/mL con mipafox 50 uM
durante 30 min, después se afadidé una mezcla de fenilvalerato y acetiltiocolina y se midié la
actividad PVasa. Las concentraciones usadas de PV fueron: 0,01-0,03-0,06-0,12-0,24-0,48 mM
y de acetiltiocolina: 0- 1,42-3,33-7,14 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes, los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.40. No se observé inhibicidén de la actividad PVasa en este componente por la
presencia de acetiltiocolina en el medio. Se concluyé que no hay una interaccién de
acetiltiocolina con el componente EPB de la actividad PVasa. Los pardmetros que resultaron se

muestran en la Tabla 5.20.
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Figura 5.40. Curva de la actividad PVasa resistente a mipafox 50 uM (EPB) en presencia de
acetiltiocolina. La figura representa los datos experimentales obtenidos de la interacciéon de la
acetiltiocolina con el componente esterasico EPB. Los circulos negros corresponden a una concentracion
de acetiltiocolina 0 mM, circulos blancos 1,42 mM, tridngulos negros 3,33 mM vy tridngulos blancos

7,14 mM.
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Tabla 5.20. Velocidad maxima (V) de la actividad PVasa en experimento de inhibicién con
acetiltiocolina correspondiente a Figura 5.40. No se observé inhibicidn y se indican los valores de V a
la maxima concentracién de sustrato utilizada. Se muestran los valores de dos experimentos

independientes.

V (nmoles/min)
Experimento 1 11.902
Experimento 2 11.845

Interaccion  de acetiltiocolina con la actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM

(componente EPy).

Se preinhibié una preparacidn de fraccion de membrana de 15 mg/mL con paraoxon 25 uM
durante 30 min, después se afiadié una mezcla de fenilvalerato y acetiltiocolina y se midid la
actividad PVasa. Las concentraciones usadas de PV fueron: 0,01-0,03-0,06-0,12-0,24-0,48 mM
y de acetiltiocolina: 0- 1,42-3,33-7,14 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes, los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.41. No se detectd inhibicién de la actividad PVasa en este componente por la
presencia de acetiltiocolina en el medio. Se concluydé que no hay una interaccién de
acetiltiocolina con el componente EPy de la actividad PVasa. Los pardmetros cinéticos

deducidos se muestran en la Tabla 5.21.
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Figura 5.41. Curva de la actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM (EPy) en presencia de
acetiltiocolina. La figura representa los datos experimentales obtenidos de la interaccién de la
acetiltiocolina con el componente esterasico EPy. Los circulos negros corresponden a una
concentracion de acetiltiocolina 0 mM, circulos blancos 1,42 mM, tridngulos negros 3,33 mM y

Tabla 5.21. Velocidad maxima (V) de la actividad PVasa en experimento de inhibicion con
acetiltiocolina correspondiente a Figura 4.41. No se observé inhibicidn y se indican los valores de
velocidad a la mdaxima concentracion de sustrato utilizada. Se muestran los valores de dos experimentos

independientes.

V (nmoles/min)
Experimento 1 6.952
Experimento 2 6.886
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Interaccion de acetiltiocolina con la actividad PVasa resistente a mipafox 25 uM y PMSF 600

UM (componente EPS).

Se preinhibié la preparacidén de fraccion de membrana de 30 mg/mL con una mezcla de
mipafox 25 uM y PMSF 600 uM durante 30 min, después se afiadié una mezcla de fenilvalerato
y acetiltiocolina y se midid la actividad PVasa. Las concentraciones usadas de PV fueron: 0,03-
0,08-0,2-0,3-1,2-3 mM vy de acetiltiocolina: 0- 1,42-3,33-7,14 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes, los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.42. No se detectd inhibicién de la actividad PVasa en este componente por la
presencia de acetiltiocolina en el medio. Se concluyd que no hay una interaccién de
acetiltiocolina con el componente EPS de la actividad PVasa. Los parametros deducidos se

muestran en la Tabla 5.22.
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Figura 5.42. Curva de Michaelis-Menten de la actividad PVasa resistente a mipafox 25 uM y
PMSF 600 uM. La figura representa los datos experimentales obtenidos de la interaccion de la
acetiltiocolina con el componente esterdsico EPS. Los circulos negros corresponden a una

concentracion de acetiltiocolina 0 mM, circulos blancos 1,42 mM, tridangulos negros 3,33 mM vy

Tabla 5.22. Velocidad maxima (V) de la actividad PVasa en experimento de inhibicion con
acetiltiocolina correspondiente a Figura 5.42. No se observé inhibicidn y se indican los valores de
velocidad a la maxima concentracidén de sustrato. Se muestran los valores de dos experimentos

independientes.

V (nmoles/min)
Experimento 1 7.672
Experimento 2 7.682
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5.4.3. Inhibicion de la actividad PVasa total.

Inhibicion de la actividad PVasa total con iso-OMPA.

Inhibicién a dos tiempos.

RESULTADOS

Se estudié en un experimento la inhibicion de la actividad PVasa de membrana de cerebro a

una concentracion equivalente a 15 mg/mL de tejido fresco y se preincubd durante 10 o 30

min a 37°C con iso-OMPA 900 uM. Transcurrido ese tiempo se midio la actividad PVasa, las

medidas se realizaron por triplicado. La inhibicién a los 10 min fue 20 £ 0,1 % y a 30 min 19,9

0,1% (Figura 5.43). La observacion de que no hay diferencias en la inhibicidn a los dos tiempos

de incubacién ensayados no se observa una inhibicién dependiente del tiempo y por tanto

podria ser de tipo reversible.

l 20% l 19,9%
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10 min 30 min

Figura 5.43. Inhibicion de la actividad PVasa total por iso-OMPA 900 pM,

durante 10 o 30 min de preincubacién
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Inhibicién a tiempo fijo.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacién durante 30 min
a 37°C, con concentraciones crecientes de iso-OMPA, comprendidas entre 0 y 786 pM.
Transcurrido ese tiempo se midié la actividad PVasa. En la Figura 5.44 se muestran los datos
obtenidos de uno de los experimentos asi como la curva del ajuste al modelo de inhibicion
reversible que mejor se ajustd segun el test de la F que fue el modelo de tres componentes

gue se inhiben (Ec. 5.10.). La Tabla 5.23 muestra los parametros obtenidos tras el ajuste.

E=(E;/1+A*x))+ (E;/(1+B*x))+ (E3/(1+ C*x)) [Ec. 5.10]
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Figura 5.44. Inhibicion con iso-OMPA a tiempo fijo de la actividad PVasa de membrana de
cerebro. Se usé la fraccion de membrana de cerebro correspondiente a 15 mg/mL de tejido
fresco con varias concentraciones de iso-OMPA comprendidas entre 0 y 786 uM durante 30 min a
37°C. La actividad PVasa se ensayo tal y como esta descrito en el apartado de Materiales y
Métodos. Los porcentajes de actividad PVasa estan referidos a la actividad PVasa del control sin

iso-OMPA. Se muestra la curva correspondiente a experimento 1 de la Tabla 5.23.
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Tabla 5.23. Parametros y componentes de la curva de inhibicion con iso-OMPA de la actividad PVasa de
fraccion de membrana de cerebro. Se muestran los valores deducidos del ajuste matematico al mejor
modelo exponencial de tres componentes sensibles segun el test de la F de los datos obtenidos en dos

experimentos independientes.

EXp. E A Iso E; B Iso Es C Iso
(%) (uM?)  (uMm) (%) (uMm) (M) (%) (uM™) (M)

1 2,5 1,53 0,65 12,2 0,015 65,47 81,3 0,000052 *

2 2,8 2,55 0,40 15,8 0,0076 130 85,1 0,000052 *

(*)1so muy superior a la mayor concentracién ensayada por lo que consideramos al componente como resistente.

Inhibicion de la actividad PVasa total con BW284C51.
Inhibicién a dos tiempos.

Se estudié en un experimento la inhibiciéon de la actividad PVasa de membrana de cerebro
utilizando una concentracion equivalente a 15 mg/mL de tejido fresco que se preincubd
durante 10 o 30 min a 37°C con una concentracién de BW284C51 50 uM. Transcurrido ese
tiempo se midié la actividad PVasa. La inhibicién se calculé respecto de un control sin
inhibidor. Las medidas se realizaron por triplicado. Después de 10 o 30 minutos de inhibicién
con BW284C51 50 uM la tasa de inhibicidn fue de 0 +0,1%. Asi pues el BW284C51 ensayado a

esa concentracion no inhibid la actividad PVasa de membrana de cerebro.

Inhibicién a tiempo fijo.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacién durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de BW284C51, entre 0y 1000 uM. Transcurrido ese
tiempo se midio la actividad PVasa. En la Figura 5.45 se muestran los datos experimentales.
No se detecta inhibicidn significativa de la actividad PVasa durante los 30 minutos de

preincubacidn con esas concentraciones de BW284C51.
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Figura 5.45. Inhibicion con BW284C51 a tiempo fijo de la actividad PVasa de fracciéon de membrana
de cerebro. Se usé la fraccion de membrana de cerebro correspondiente a 15 mg/mL de tejido fresco
con varias concentraciones de BW284C51 comprendidas entre 0 y 1000 uM durante 30 min a 37°C.
La actividad PVasa se ensayo tal y como esta descrito en el apartado de Materiales y Métodos. Los

porcentajes de actividad PVasa estan referidos a la actividad PVasa del control sin BW284C51.

Inhibicion de la actividad PVasa total con etopropazina.

Inhibicién a dos tiempos

Se estudié en un experimento la inhibiciéon de la actividad PVasa de membrana de cerebro
utilizando una concentracién equivalente a 15 mg/mL de tejido fresco y se preincubd durante
10 o 30 min a 37°C con una concentracion de etopropazina 100 uM. Transcurrido ese tiempo
se midio la actividad PVasa. La inhibicidn se calculé respecto de un control sin inhibidor. Las

medidas se realizaron por triplicado.

La inhibicidn con etopropazina durante 30 min fue similar respecto a la observada a 10 min
(Figura 5.46). La actividad residual a los 10 minutos de inhibicién fue de un 87,8+0,1% vy a los
30 minutos de un 87,210,1%. La observacién de que no hay diferencias en la inhibicién a los
dos tiempos ensayados sugiere una inhibicion no progresiva con el tiempo y por tanto de tipo

reversible.
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Figura 5.46. Inhibicion de la actividad PVasa total por etopropazina 50 puM,
durante 10 o 30 min de preincubacion

Inhibicién a tiempo fijo

Se realizaron otros dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacidn durante
30 min a 37°C con concentraciones crecientes de etopropazina, entre 0y 524 uM. Transcurrido
ese tiempo se midio la actividad PVasa. En la Figura 5.47 se muestran los datos experimentales
obtenidos asi como el modelo de inhibicidn reversible que mejor se ajustd, segun el test de la

F. El mejor ajuste fue el modelo de dos componentes, uno que se inhibe y otro resistente (Ec.

5.11.). La Tabla 5.24 muestra los pardmetros obtenidos tras el ajuste.

E=E;/(1+A*x)+Eg [Ec. 5.11.]
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Figura 5.47. Inhibicién con etopropazina a tiempo fijo de la actividad PVasa de membrana de
cerebro. Se usé la fraccion de membrana de cerebro correspondiente a 15 mg/mL de tejido fresco con
varias concentraciones de etopropazina comprendidas entre 0 y 524 uM durante 30 min a 37°C. La
actividad PVasa se ensayo tal y como estd descrito en el apartado de Materiales y Métodos. Los
porcentajes de actividad PVasa estdn referidos a la actividad PVasa del control sin etopropazina. Se

muestra la curva correspondiente al experimento 2 de la Tabla 5.24.

Tabla 5.24. Parametros y componentes de la curva de inhibicion con etopropazina de actividad PVasa
de fraccion de membrana de cerebro. Valores deducidos del ajuste matematico al mejor modelo

exponencial de dos componentes, segln el test de la F de los datos obtenidos en dos experimentos
independientes.

Exp. E; (%) A (pm™) lso (M) Er(%)
1 46,5 0,0306 32,61 53,4
2 46,9 0,0286 34,89 53,1
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5.4.4. Inhibicion de actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM (componente EPa+EPS)
con iso-OMPA, BW284C51 y etopropazina.

Se estudid la dependencia del tiempo de la inhibicion del componente enzimatico de PVasa

(EPa+EP&) que mostrd una interaccidn con acetilcolina.

Se realizaron experimentos de interaccién de la actividad PVasa resistente a PMSF 1000 pM
con iso-OMPA 900 uM, BW284C51 50 uM o etopropazina 100 uM, a 10 o 30 min de

incubacion.

Se preincubaron 180 L de la fraccidn soluble de cerebro de pollo a una concentracion de 30
mg/mL, con 20 pL PMSF 1000 uM, durante 30 min a 37°C, a continuacion se afiadié 20 uL de
iso-OMPA o BW284C51 o etopropazina (a las concentraciones indicadas en el volumen de 220
pL) y se preincubd la mezcla durante 10 o 30 min; después se afiadié el sustrato PV y se ensayd
como se detalla en Materiales y Métodos. Se realizd un experimento con cada inhibidor y las

medidas se realizaron por triplicado.

Se midid la actividad PVasa y se calculé el porcentaje de actividad residual respecto de un
control preincubado solo con PMSF. La actividad residual a los 10 min de inhibicién con iso-
OMPA fue 52,6+0.1% y a los 30 min de 52,8+0.1%. La inhibicion no aumenté al aumentar el
tiempo de inhibicidn de 10 a 30 min (Figura 5.48). En la incubacién durante 10 o 30 min con
BW284C51 50 uM no se observé inhibicion.

Con etopropazina la actividad residual a 10 min fue 84,9+0.1% y a los 30 min 85,610.1%. La

inhibicién no aumenté al incrementar el tiempo de inhibiciéon de 10 a 30 min (Figura 5.49).

Se concluyd que en los componentes EPa+EPS las inhibiciones por iso-OMPA 900 uM vy
etopropazina 100 uM no dependen del tiempo, el BW284C51 a la concentracién ensayada no
inhibe.
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47,1%
\4
52,8%
0pM 900 pMm 900 pM
iso-Ompa iso-Ompa iso-Ompa
10 min 30 min

Figura 5.48. Actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM (EPa+EPS) inhibida
con iso-OMPA 900 uM, 10 o 30 min

15,1% 14,4%

L

100%
84,9% 85,6%
0OpMm 100 M 100 pM
etopropazina etopropazina etopropazina

10min 30 min

Figura 5.49. Actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM (EPa+EPS) inhibida
con etopropazina 100 uM, 10 o 30 min.
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5.5. ACTIVIDAD HIDROLIZANTE DE ACETILTIOCOLINA EN FRACCION DE
MEMBRANA.

5.5.1. Deteccidon de componentes aplicando las condiciones experimentales de EPa, EP,
EPyy EPS.

Las concentraciones de PMSF, mipafox, paraoxon o PMSF y mipafox utilizadas para discriminar
los componentes enzimaticos de actividad PVasa en membrana, se aplicaron con el objetivo
de establecer la actividad colinesterasa en las condiciones en las que se miden los
componentes EPa, EPB, EPy y EP§ (Mangas et al, 2012).

La incubacién de la preparacién de membrana de cerebro con PMSF 1.000 uM durante 30 min,
condicion en la que se determina PVasa-EPa, produjo una inhibiciéon de la actividad
hidrolizante de acetiltiocolina, del 28% y 32% en dos experimentos independientes (Figura
5.50).

En las condiciones en las que se determina PVasa- EPB, la incubacién con mipafox 50 uM
durante 30 min, en dos experimentos independientes produjo una actividad residual de 47% y
50% (Figura 5.50).

Con paraoxon 25 uM durante 30 min, en dos experimentos independientes se produjo una

inhibicién de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina del 99%. (PVasa- EPy).

La incubacién de la preparacion de membrana de cerebro con mipafox 25 uM y PMSF 600 uM
durante 30 min, en dos experimentos independientes. Por lo tanto, en las condiciones en las
que se determina PVasa- EP§, la actividad hidrolizante de acetiltiocolina residual es de 80%,
85% (Mangas et al. 2013).

l 28%, 32% 50%, 53% 99% 15%, 20%

68%, 72% 47%, 50% 80%, 85%

0.02%
CONTROL PMSF CONTROL mipafox CONTROL paraoxon CONTROL Mipafox +PMSF

Figura 5.50. Actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a PMSF 1000 pM, mipafox 50 uM,
paraoxon 25 uM o mipafox 25 uM y PMSF 600 pM. Se muestran los valores de actividad residual
obtenidos después de la incubacién con los inhibidores. Se dan los valores de dos experimentos
independientes.
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5.5.2. Interacciones de PV con la actividad hidrolizante de acetiltiocolina.
Interaccion de PV con la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a PMSF 1000 uM.

Se preinhibidé una preparacion de fraccion de membrana de 20 mg/mL con PMSF 1000 pM
durante 30 min, después se anadid una mezcla de acetiltiocolina y PV. Se midié la actividad
hidrolizante de acetiltiocolina (cdmo se describe en Materiales y Métodos). Las
concentraciones usadas de acetiltiocolina fueron: 0,04-0,1-0,5-1,4-4,3-12,8 mM y de PV: 0-1,4-
4,3-8,6 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes, los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.51. Se observé que el PV interacciona con la actividad residual hidrolizante de
acetiltiocolina resistente a PMSF 1000 uM (Tabla 5.25.)

Velocidad (nmoles/min)

0 2 4 6 8 10 12 14
Acetiltiocolina (mM)
Figura 5.51. Curva de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resitente a PMSF 1000 uM en
presencia de fenilvalerato. Se representan los datos experimentales de uno de los experimentos. Los

circulos negros corresponden a una concentracion de fenilvalerato 0 mM, circulos blancos 1,4 mM,

triangulos negros 4,3 mM 'y triangulos blancos 8,6 mM.

Tabla 5.25. Valores de velocidad maxima sin inhibidor (V) y en presencia de inhibidor (V)" de la
actividad hidrolizante de acetiltiocolina en experimento de inhibicién con PV correspondiente a

la Figura 5.51. Se muestran los valores de dos experimentos independientes.

V (nmoles/min) V' (hmoles/min)
Experimento 1 2,7 2,0
Experimento 2 2,9 2,1
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Interaccion de PV con la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a mipafox 50 uM.

Se preinhibié una preparacién de la fraccion de membrana de 25 mg/ml con mipafox 50 uM
durante 30 min. Después se afadié una mezcla de acetiltiocolina y PV y se midid actividad
hidrolizante de acetiltiocolina. Las concentraciones usadas de acetiltiocolina fueron: 0,04-0,1-
0,5-1,4-4,3-12,8 mMy de PV: 0-1,4-4,3-8,6 mM.

Se realizaron dos experimentos independientes, los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.52. Se observd que el PV interacciona con la actividad residual hidrolizante de

acetiltiocolina resistente a mipafox 50 uM (Tabla 5.26.)

2,0
S 15
(S
=
0
Q
(@]
= 1,0 A
R
k]
(]
i)
o 1
S 0,5
()
>

0,0

0 2 4 6 8 10 12 14

Acetiltiocolina (mM)

Figura 5.52. Curva de Michaelis-Menten de la actividad AChE resitente a mipafox 50 uM en
presencia de fenilvalerato . Se representan los datos experimentales de uno de los experimentos. Los
circulos negros corresponden a una concentracion de fenilvalerato=0 mM, circulos blancos =1,4 mM,

triangulos negros=4,3 mM.

Tabla 5.26. Valores de velocidad maxima sin inhibidor (V) y en presencia de inhibidor (V°) de la

actividad hidrolizante de acetiltiocolina en experimento de inhibicion con PV obtenidos de la Figura

5.52. Se muestran los valores de dos experimentos independientes.

V (nmoles/min) V' (nmoles/min)
Experimento 1 1,70 10
Experimento 2 2,03 18
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Interaccion de PV con la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a paraoxon 25 uM.

La actividad residual después de preincubar con paraoxon 25 uM fue de un 0.02% por lo que

resulté imposible llevar a cabo el ensayo en presencia de fenilvalerato.

Interaccion de PV con la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a mipafox 25 uM y
PMSF 600 uM.

Se preinhibié una preparaciéon de la fraccion de membrana de 15 mg/ml con una mezcla de
mipafox 25 puM y PMSF 600 puM durante 30 min. Después se afadié una mezcla de
acetiltiocolina (0,04-0,1-0,5-1,4-4,3-12,8 mM) y PV (0-1,4-4,3- 8,6 mM) y se midié actividad

hidrolizante de acetiltiocolina.

Se realizaron dos experimentos independientes, los datos de un experimento se muestran en
la Figura 5.53. Se observé que el PV interacciona con la actividad residual hidrolizante de
acetiltiocolina resistente a mipafox 25 uM y PMSF 600 uM (Tabla 5.27).

2,51

2,0 1

151

1,0 A

0,5 1

Velocidad (nmoles/min)

0,0 -

T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
Acetiltiocolina (mM)

Figura 5.53. Curva de la actividad AChE resitente a mipafox 25 uM y PMSF 600 uM en
presencia de fenilvalerato. Se representan los datos experimentales de uno de los
experimentos. Los circulos negros corresponden a una concentracién de fenilvalerato 0 mM,

circulos blancos 1,4 mM, tridngulos negros 4,3 mM vy tridngulos blancos 8,6 mM.

Tabla 5.27. Valores de velocidad maxima sin inhibidor (V) y en presencia de inhibidor (V°) de la
actividad hidrolizante de acetiltiocolina en experimento de inhibicion con PV obtenidos de la

Figura 5.53. Se muestran los valores de dos experimentos independientes.

2

V (nmoles/min) V' (nmoles/min) Kuv (mM) R
Experimento 1 2,1 2,0 0,20 0,979
Experimento 2 2,3 2,1 0,22 0,969
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5.5.3. Inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina total con iso-OMPA,
BW284C51 y etopropazina.

Inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina total con iso-OMPA.

Inhibicién a dos tiempos.

Se estudid en un experimento la inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina de
membrana de cerebro a una concentracion equivalente a 10 mg/mL de tejido fresco y se
preincubd durante 10 o 30 min a 37°C con iso-OMPA 0,5 uM. Transcurrido ese tiempo se midio
la actividad. Las medidas se realizaron por triplicado. La inhibicion con iso-OMPA 0,5 uM a 10
min fue 1+0,1% y a 30 min 17,8+ 0,1%. (Figura 5.54).

La observacion de diferente inhibicidn a los dos tiempos de incubacidon ensayados sugiere una

inhibicién dependiente del tiempo y por lo tanto de tipo irreversible.

;1%

l 17,8%

82,2%
oM 0,5pM 0,5puM
iso-OMPA iso-OMPA iso-OMPA

10 min 30 min

Figura 5.54. Inhibicién de actividad hidrolizante de acetiltiocolina
total por iso-OMPA 0,5 uM durante 10 o 30 min de preincubacion a 37°C.
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Inhibicién a tiempo fijo.

Se realizé un experimento a tiempo fijo de preincubaciéon durante 30 min a 37°C con
concentraciones crecientes de iso-OMPA, comprendidas entre 0 y 900 uM. Transcurrido ese
tiempo se midid la actividad AChE. En la Figura 5.55 se muestran los datos obtenidos asi como
el modelo de inhibicién irreversible que mejor se ajustd segun el resultado del test de la F. El
mejor ajuste fue el modelo de tres componentes enzimaticos (Ec. 5.12.). En la Tabla 5.28 se
muestran los parametros obtenidos tras el ajuste.

E=E; e Xt +E, xe ¥t 4+ Ep [Ec.5.12]

100 -

80 A

60 -

% Actividad

20 A

0 200 400 600 800

isS0O-OMPA (uM)
Figura 5.55. Inhibicion con iso-OMPA a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina de
membrana de cerebro. Se usé la fraccidn particulada correspondiente a 10 mg/mL de tejido fresco con

varias concentraciones de iso-OMPA comprendidas entre 0 y 900 uM durante 30 minutos a 37°C. Los

porcentajes de actividad estan referidos a la actividad del control sin iso-OMPA. Se muestra la curva
correspondiente al experimento 1 de la Tabla 5.28.
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Tabla 5.28. Parametros y componentes de la curva de inhibicidon con iso-OMPA de actividad hidrolizante
de acetiltiocolina de fraccion de membrana de cerebro. Deducidos del ajuste matematico al mejor

modelo exponencial de dos componentes, segln el test de la F, de los datos obtenidos.

El k” k* |50 *k EZ k” k* |50 *k ER
Experim.
(%) M) @Mt min?)  (uM) (%) (wM?) (@Mt min?)  (uM) (%)
1 18,3 3,367 0.112 0.20 5,5 0.0241 0.000803 28,7 76,1

(*)siendo K, la constante de segundo orden. k=k’/30
(**)1s0=-Ln(0,5)/k’

Inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina total con BW284C51.
Inhibicién a dos tiempos.

Se estudié la inhibicién de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina utilizando una
concentracidn equivalente a 10 mg/mL de tejido fresco que se preincubd durante 10 o 30 min
a 37°C con una concentracion de BW284C51 1 uM. Transcurrido ese tiempo se midié la
actividad. La inhibicion se calculd respecto de un control sin inhibidor. Las medidas se hicieron
por triplicado. La actividad residual a los 10 min de inhibicién fue de 51,8+0,1% y a los 30 min
de 49,310,1% (Figura 5.56). Los resultados sugieren una inhibicidon no progresiva con el tiempo
y por lo tanto de tipo reversible.

48,2% 50,7%
51,8% 49,3%
CONTROL 1uM BW284C51 1puM BW284C51
0 puM BW284C51 10 min 30 min

Figura 5.56. Inhibicion de actividad AChE total por BW284C51 1 uM, durante

10 o 30 min de preincubacion.

137



RESULTADOS

Inhibicién a tiempo fijo

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacién durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de BW284C51, entre 0 y 210 uM. Transcurrido ese
tiempo se midié la actividad. En la Figura 5.57 se muestran los resultados obtenidos asi como
el modelo de inhibicién irreversible que mejor se ajusté a los datos, segun el resultado del test
de la F. El mejor ajuste fue el modelo de dos componentes que se inhiben y otro resistente
(Ec.5.13). La Tabla 5.29 muestra los pardmetros obtenidos tras el ajuste.

E=E;/(1+A*x)+E,/(1+Bx*x)+Eg [Ec.5.13]

100

So—80

80
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% Actividad
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20

0 T T T T
0 50 100 150 200

BW284C51(uM)

Figura 5.57. Curva de inhibicion con BW284C51 a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de
acetilcolina de membrana de cerebro. Se usé la fraccion de membrana correspondiente a 10
mg/mL de tejido fresco con varias concentraciones de BW284C51 comprendidas entre 0y 210 uM
durante 30 minutos a 37°C. Los porcentajes de actividad estan referidos a la actividad hidrolizante
de acetiltiocolina del control sin BW284C51

Tabla 5.29. Parametros y componentes de actividad hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion de
membrana de cerebro. Deducidos del ajuste matematico al mejor modelo exponencia de la curva de
inhibicidn a tiempo fijo con BW284C51, segun el test de la F, de los datos obtenidos.

. E; A Iso E, B Iso Er
Experimento. . .
P (%) (m™7) (uM) (%) (M) (uM) (%)
1 71,3 3,44 0,29 22,2 0,35 5,440 2,85
2 75,1 2,51 0,40 17,9 0,26 7,658 3,83
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Inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina total con etopropazina.

Inhibicién a dos tiempos.

Se estudid la inhibicidn de la actividad utilizando una concentracidn equivalente a 10 mg/mL
de tejido fresco y se preincubd durante 10 o 30 min a 37°C con una concentracién de
etopropazina 150 uM. Transcurrido ese tiempo se midié la actividad. La inhibicion se calculé

respecto de un control que no llevaba inhibidor. Las medidas se hicieron por triplicado.

La inhibicidon con etopropazina no aumentd durante 30 min respecto a la observada a 10 min
(Figura 5.58). La observacidon de que no hay diferencias en la inhibicidén a los dos tiempos

ensayados sugiere una inhibiciéon no progresiva con el tiempo y por lo tanto de tipo reversible.

22,0% 225%
100 %
77,9 % 77,5 %
0 um 150 pM 150 uM
etopropazina etopropazina etopropazina

10 min 30 min

Figura 5.58. Inhibicion de actividad AChE total por etopropazina 150 uM,
durante 10 o 30 min de preincubacién.
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Inhibicién a tiempo fijo

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacién durante 30 min
a 37°C con concentraciones crecientes de etopropazina, entre 0 y 524 uM. Transcurrido ese
tiempo se midio la actividad. En la Figura 5.59 se muestran los datos experimentales obtenidos
asi como el modelo de inhibicidn reversible que mejor se ajusté a los datos, segun el resultado

del test de la F. EI mejor ajuste fue el de dos componentes (Ec. 5.14.). La Tabla 5.30 muestra
los parametros obtenidos tras el ajuste.

E=E;/(1+A=x)+Eg [Ec. 5.14.]

100 -

80 -

60 -

40 A

% Actividad

20 4

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500

etopropazina (uM)

Figura 5.59. Curva de inhibicion a tiempo fijo con etopropazina de la actividad hidrolizante de
acetilcolina de membrana de cerebro. Se usoé la fraccién de membrana correspondiente a 10 mg/mL
de tejido fresco con varias concentraciones de etopropazina comprendidas entre 0 y 524 uM durante
30 minutos a 37°C. Los porcentajes de actividad estan referidos a la actividad hidrolizante de

acetiltiocolina del control sin etopropazina.

Tabla 5.30. Parametros y componentes de actividad hidrolizante de acetiltiocolina de fracciéon de
membrana de cerebro. Deducidos del ajuste matemdtico al mejor modelo exponencial de las curvas de

inhibicion a tiempo fijo con etopropazina, segun el test de la F, de los datos obtenidos.

Experimento. E, (%) A (uM'l) lso (LM) Eg (%)
1 82,3 0,0135 74,05 17,6
2 83,1 0,0133 74,71 16,9
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5.5.4. Inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina con OPs

Inhibicion de la actividad total con paraoxon.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacion durante 30 min
a 372C con concentraciones crecientes de paraoxon comprendidas entre 0 y 650 nM.
Transcurrido ese tiempo se midié la actividad AChE. En la Figura 5.60 se muestran los datos
obtenidos de uno de los experimentos asi como el modelo que mejor se ajustd segun el test

de la F. El mejor ajuste fue el modelo de dos componentes (Ec. 5.15.). La Tabla 5.31 muestra
los parametros obtenidos tras el ajuste.

E=E,; e X1+ Eg [Ec. 5.15.]
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Figura 5.60. Curva de inhibicion con paraoxon a tiempo fijo de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina de membrana de cerebro. Se usé la fraccion de membrana correspondiente a 10
mg/mL de tejido fresco con varias concentraciones de paraoxon comprendidas entre 0 y 650 nM

durante 30 minutos a 37°C. Los porcentajes de actividad estan referidos a la actividad hidrolizante
de acetiltiocolina del control sin paraoxon.
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Tabla 5.31. Parametros y componentes de actividad hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion soluble de cerebro.
Valores deducidos del ajuste matematico al mejor modelo exponencial, segin el test de la F, del experimento de

inhibicidn con concentraciones variables de paraoxon en un tiempo de inhibicidn fijo de 30 minutos.

E, k k* o**
Experimento (%) (nm™) (nMY-min?)  (nM) (%)

1 96,8 0,050 0,0017 13,64 3,1

2 96,1 0,056 0,0019 12,26 3,8

(*)siendo K, la constante de segundo orden. k=k’/30
(**)150=-Ln(0,5)/k’

Inhibicion de la actividad total con mipafox.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacion durante 30 min
a 372C con concentraciones crecientes de mipafox comprendidas entre 0 y 900 uM.
Transcurrido ese tiempo se midié la actividad AChE. En la Figura 5.61 se muestran los datos
obtenidos de uno de los experimentos asi como el modelo que mejor se ajustd segun el test
de la F. El mejor ajuste fue el modelo de un componente que se inhibe y otro resistente (Ec.

5.16). La Tabla 5.32 muestra los parametros obtenidos tras el ajuste.

E=E; e X1+ Eg [Ec. 5.16]
100 W
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T 60 -
S
=
B 40
<
N
20
0 1 ® —e
0 200 400 600 800

mipafox (uM)

Figura 5.61. Curva de inhibicion a tiempo fijo con mipafox de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina de membrana de cerebro. Se usé la fraccién de membrana correspondiente a 10
mg/mL de tejido fresco con varias concentraciones de mipafox comprendidas entre 0 y 900 uM
durante 30 minutos a 37°C. Los porcentajes de actividad estan referidos a la actividad hidrolizante

de acetiltiocolina del control sin mipafox.
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Tabla 5.32. Parametros y componentes de actividad hidrolizante de acetiltiocolina de fraccidn soluble
de cerebro. Valores deducidos del ajuste matematico al mejor modelo exponencial, segun el test de la F,

del experimento de inhibicidn con concentraciones variables de mipafox en un tiempo de inhibicidn fijo

de 30 minutos.

Experimento  E, (%) k' (uM?)  k(uM™-min™)* 15 (UM)**  Eg (%)
1 97,2 0,01 0.00033 67,3 2,7
2 96,8 0,007 0,00025 90,1 3,2

(*)siendo K, la constante de segundo orden. k=k’/30
(**)Isg=-Ln(0,5)/k’

Inhibicidn de la actividad total con PMSF.

Se realizaron dos experimentos independientes a tiempo fijo de preincubacién durante 30 min
a 372C con concentraciones crecientes de PMSF comprendidas entre 0 y 1500 uM.
Transcurrido ese tiempo se midid la actividad AChE. Los datos se ajustaron a un modelo de
inhibicidn irreversible considerando que el inhibidor se hidroliza con el tiempo (Estévez et al,
2007). En la Figura 5.62 se muestra el modelo que mejor se ajustd segun el test de la F que fue

el modelo de un componente que se inhibe y otro resistente (Ec. 5.17.). La Tabla 5.33 muestra
los parametros obtenidos tras el ajuste.

E= E,* eV -Drl/kh) 4 g [Ec. 5.17.]
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Figura 5.62. Curva de inhibicién a tiempo fijo con PMSF de la actividad hidrolizante de
acetilcolina de membrana de cerebro. Curva de inhibicién de la actividad de membrana
correspondiente a 10 mg/mL de tejido fresco con varias concentraciones de PMSF
comprendidas entre 0 y 1500 uM durante 30 minutos a 37°C. Los porcentajes de

actividad estan referidos a la actividad hidrolizante de acetiltiocolina del control sin PMSF.
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Tabla 5.33. Parametros y componentes de actividad hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion
soluble de cerebro. Valores deducidos del ajuste matematico al mejor modelo exponencial, segun el

test de la F, del experimento de inhibicion con concentraciones variables de mipafox en un tiempo
de inhibicidn fijo de 30 minutos.

Experimento E; (%) kh (min'l) k (p.M'l- min'l) Iso (LM) Er (%)
1 62,0 0,29 0.00022 707 37,9
2 61,5 0,24 0.00021 731 38,4
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DISCUSION

6.1. COMPARATIVA ENTRE EL METODO PROPUESTO Y EL METODO
CINETICO TRADICIONAL DE ELLMAN.

El método cinético de Ellman

Ellman et al.,, (1961) propusieron el método colorimétrico con acetiltiocolina/DTNB para
determinar la actividad colinesterasa (ChE) en eritrocitos y en tejido. Este método se basa en el
uso analogo del sustrato biolégico (acetilcolina) y el uso del lamado reactivo de Ellman (DTNB)
que reacciona con el grupo tiol del producto de reaccién (tiocolina). Con este método se mide
la absorbancia de forma continua incubando juntos el sustrato y el cromégeno (DTNB). La
actividad se estima a partir del incremento en la absorbancia entre dos tiempos de reaccién sin

llegar a detener la reaccidn enzima-sustrato.

Este método es el mas utilizado para medir la colinesterasa y ha sido de gran utilidad en
investigacion y en diagndstico clinico durante mas de 50 afios. El método presentaba algunos

inconvenientes:

e la absorbancia maxima del producto de la reaccién coincide con el pico de absorbancia
maxima de la hemoglobina a 412 nm en la determinacién de la actividad
acetilcolinesterasa (AChE) de eritrocitos (Worek et al, 1999; Worek et al, 2012; Eyer et
al, 2003).

e Algunos autores han descrito que la presencia de DTNB en la mezcla de reaccién
puede alterar la actividad AChE (Komersova et al, 2007) debido a que el TNB producido
y el DTNB pueden inhibir parcialmente esta actividad. En experimentos de inhibicion y
de reactivacién, el DTNB interacciona con el inhibidor o el agente reactivante
(Komersova et al, 2007).

e ElI DTNB no sdlo reacciona con la tiocolina sino que lo hace también con los grupos
tioles de las proteinas, por ejemplo en los eritrocitos hemolisados (Reiner, E. 2000)
por lo que el color formado por la reaccidn con proteinas interfiere con el de la

formacion de tiocolina.

Bellino et al. 1978, describieron un método en el cual se detuvo la reaccion con SDS, midiendo
posteriormente la absorbancia. En este método el DTNB se afiade al sustrato desde el inicio de

la reaccidon enzima-sustrato y después se afiade SDS al final para detener la reaccién.

En este trabajo, hemos desarrollado un ensayo para la medida de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina donde en lugar de afiadir el DTNB junto al sustrato como en los métodos de
Ellman y de Bellino, afadimos el DTNB al final del tiempo de reaccidn, cuando esta ya detenida
con SDS 17 mM (2 %).
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El motivo de utilizar esta concentracidn de SDS es porque el método de medida de la actividad
PVasa utiliza esta misma concentracion. El método en si es una modificacion del método

Ellman pero con la ventaja de que nos permite eliminar las interferencias.

Otra de las diferencias que se han encontrado respecto al método de Ellman fue que la
actividad utilizando butirilcolinesterasa humana fue mayor (0,66 0,03 mmol de
tiocolina/nmol hButChE/min) que realizando la medida con el método original (0,37 +0,02

mmol de tiocolina/nmol hButChE/min).

Este método puede optimizarse con el fin de poder procesar un gran nimero de muestras en
ensayos cinéticos complejos con inhibidores organofosforados en diferentes tejidos, el
método se puede llevar a cabo de forma manual, o con estaciones de trabajo automatizados lo
gue aumenta la reproducibilidad y disminuye el tiempo manual de ensayo. La absorbancia
puede ser leida en un espectrofotémetro convencional o en un lector de microplacas. El
disefio del método utilizado en este trabajo es similar al utilizado para medir la actividad
PVasa (Johnson, M.K, 1977; Escudero at al, 1996; Estévez et al, 2004; Mangas et al, 2012) lo
que permitié medir ambos tipo de enzimas por el mismo procedimiento cambiando sustrato y

cromageno.

El tiempo de reaccidn se puede reducir incrementando la concentraciéon de la enzima en la
preparacion. Las muestras que presentan una menor actividad se pueden ensayar utilizando

un tiempo de reaccién mas largo o una concentracion de tejido superior.

Este método reduce el tiempo global del ensayo en experimentos complejos en los que se
necesitan un gran numero de muestras (es decir, en experimentos de inhibicién progresiva
con el tiempo con varias concentraciones de inhibidor y tiempos de inhibicién) y también
pueden realizarse en paralelo simultdneamente con muchas muestras y en diferentes

condiciones. Esto también facilita aplicaciones automatizadas robdticas.

El volumen final del ensayo que se utilizé fue de 820 pL en un minitubo de 1 mL, de los cuales
se utilizaron 300 pl para la lectura de la absorbancia en pocillos de la microplaca (350 pL de
capacidad). Sin embargo, se pueden utilizar otros volimenes menores siempre y cuando se
mantengan las proporciones si la intencidon es, o bien utilizar una menor cantidad de

tejido o para hacer una reaccién en la misma microplaca.

El color final es estable (durante un tiempo de al menos 30 min), este hecho permite medir en
cualquier momento, una vez parada la reaccidn, segin sea necesario. Todo esto facilita el

disefo cuando se procesan muchas muestras.

El DTNB reacciona con la tiocolina producida enzimaticamente y con la producida por la
hidrélisis espontanea, ademas reacciona con otros grupos tiol de las proteinas en la muestra.
Por lo tanto, el método necesita blancos apropiados en los que se tenga en cuenta no soélo el
color de la hidrdlisis espontanea del sustrato si no también el color de fondo de los grupos tiol

de las proteinas en la preparacién de enzima diluida.
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El blanco puede ser eliminado, si se tiene previamente demostrado, que el aumento del color

causado por la preparacidn de enzima es insignificante.

En los experimentos realizados para validar este método cuando se utilizé la disolucion de
DTNB 6 mM / SDS 2%, la absorbancia se comporté de forma lineal frente a la concentracidn de
tiocolina (Figura 5.3) y la actividad fue lineal frente a la concentracion de la enzimay el tiempo
de reaccion (Figura 5.6). Por lo tanto, podemos concluir que el SDS no afecté a la medida

colorimétrica.

Este método ha sido utilizado para realizar una curva de Michaelis-Menten de la actividad
hidrolizante de acetiltiocolina en fraccion soluble de cerebro de pollo (Figura 5.4) donde se
estimdé una Km de 158,4 uM, que es comparable a la Km de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina de cerebro de gallina 105,2 uM, como fue estimada por Kemp y Wallace en
1990, utilizando el método de Ellman y otros procedimientos para preparar el tejido

homogeneizado.

El método propuesto permite:

(i) Evitar reacciones no deseadas por el DTNB y TNB (Komersova et al, 2007).

(i) Optimizar el tiempo de reaccidn con el sustrato con el fin de minimizar el efecto de
las reacciones entre el sustrato y otros productos quimicos, tales como oximas, en
ensayos de reactivacion (Sinko et al, 2007).

(iii) Minimizar el efecto de la " on-going inhibition" en los ensayos de inhibicion con
OPs donde la reaccién de inhibicion se lleva a cabo antes de afiadir el sustrato de
reaccion (Estévez et al, 2010).

(iv) Procesar muchas muestras en paralelo.

(v) Sincronizar y disefiar mejor los tiempos cuando se usa para estudios de cinética de
inhibicién con inhibidores irreversibles (como OPs, carbamatos y otros) en ensayos
a diferentes tiempos de inhibicidn y muchas muestras (por ejemplo 5
concentraciones de inhibidor por 12 tiempos diferentes por triplicado, mas varios
controles 2 180 muestras en un experimento).

(vi) Utilizar un procedimiento similar para medir actividad colinesterasa vy
carboxilesterasa, como fenilvalerato esterasa, como se aplica en este trabajo
(Figura4.4.y 4.5.).
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6.2. COMPETICION DE SUSTRATOS: FENILVALERATO/ACETILTIOCOLINA
EN ACTIVIDADES DE FRACCION SOLUBLE.

El objetivo de estos estudios es analizar la interacciéon de la acetiltiocolina con los tres
componentes de actividad PVasa discriminados en estudios anteriores en nuestro laboratorio

en la fraccién soluble de cerebro de pollo (Mangas et al, 2012):

e Ea (11-23 % de la actividad enzimdtica total, Is (30 min) = 9-11 nM) es el componente
mas sensible para paraoxon y también el mds sensible para mipafox (Iso (30 min) = 4
nM). Este componente se reactiva de forma espontdnea después de la inhibicion con

paraoxon.

e EPB (71-84 % de la actividad enzimatica total; Isg (30 min) = 1216 nM) es el segundo

componente sensible a paraoxon, pero es practicamente resistente a mipafox.

e Ey (5-8 % de la actividad enzimatica total) es resistente a paraoxon y tiene una lsq (30
min) de 3400 nM con mipafox, similar a la obtenida en NTE (esterasa diana de

neuropatia).

Los componentes de la actividad PVasa se han discriminado pre-incubando con PMSF,
paraoxon o mipafox (componentes Ea, EB y Ey respectivamente) para inhibirlos
irreversiblemente y estudiar la actividad residual. Las concentraciones empleadas para la
discriminacién de los componentes enzimaticos en la actividad PVasa se basan en las

propiedades descritas por Mangas et al (2012).

e El componente Ea se midié como la actividad resistente a PMSF 1500 puM.
e El componente EB se midid como la actividad resistente a mipafox 25 uM.

e Ey como la actividad resistente a paraoxon 25 puM.

Las proporciones observadas (Figura 5.8) muy similares a los obtenidos por Mangas et al en

sus trabajos.

Las mismas condiciones de inhibidores fueron aplicadas a la actividad hidrolizante de

acetiltiocolina para distinguir las fracciones de actividad colinesterasa (Figura 5.23).

Se estudio la interaccién del sustrato acetiltiocolina con la actividad PVasa y el efecto de PV
con la actividad hidrolizante de acetiltiocolina, tanto en la fraccién soluble de cerebro de pollo

como en las fracciones/componentes de ambas actividades discriminadas con inhibidores.
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Estudios preliminares de interacciones de PVasa total con acetiltiocolina.

Con la actividad PVasa total (Tabla 5.3) en la fraccion soluble de cerebro de pollo, se observd
que existia una inhibicidn parcial de la actividad PVasa por acetiltiocolina o con acetil-B-metil-
tiocolina. Los porcentajes de inhibicion fueron similares con ambos compuestos. La acetil-$3-
metil-tiocolina es un sustrato considerado especifico de la AChE (Vidal, C., 1981). La conclusion
gue se extrae de estos experimentos, es que la actividad PVasa total de fraccion soluble de
cerebro de pollo, interacciona de alguna forma con el sustrato de la actividad
acetilcolinesterasa. Por ello se realizaron diversos experimentos para analizar esas
interacciones entre sustratos de actividad PVasa y ChE en los componentes/fracciones de

actividad.

En la Tabla 6.1 se resumen y comparan los resultados de los estudios cinéticos de interaccion

entre sustratos de las actividades PVasa e hidrolizante de acetilcolina.

Tabla 6.1. Comparaciones de las constantes cinéticas obtenidas de los experimentos de interaccion de
sustratos de la actividad PVasa y ChE, en fraccion soluble de cerebro. Los datos de esta tabla resumen
y comparan los datos que se muestran en los resultados en las Tablas 5.4, 5.5, 5.6, 5.11 y 5.12. y en las
Figuras 5.9.,5.10y 5.11

Actividad Inhibidor Vmax Km (mM) Ki (mM) TIPO INHIBICION
(nmoles/min)

PVasa resistente a Acetiltiocolina  2392/3741 0,124/0,229 6,60/7,60 No competitiva

1500 pM PMSF (Ea)

ChE resistente a PV 12,2/12,2 0,090/0,111 1,70/2,23 Competitiva

1500 pM PMSF

PVasa resistente a Acetiltiocolina  5465/5999 0,107/0,160  ------- No inhibe

25 uM mipafox (EB)

ChE resistente a PV 6,6/6,9 0,050/0,065 0,440/0,570 Competitiva

25 uM mipafox

PVasa resistente a Acetiltiocolina  1255/1281 0,0071/0,0083 0,198/0,257 Competitiva
25 pM paraoxon (Ey)

ChE resistente a 0 No actividad
25 pM paraoxon
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Interacciones entre sustratos de actividades resistentes a PMSF 1500 uM.

La actividad PVasa resistente a PMSF 1500 uM (componente Ea) se inhibié en presencia de
acetiltiocolina. Se observd que la Vmax disminuyd al incrementar la concentracién de
acetiltiocolina sin alterarse el valor de la Km. El mejor modelo que se ajusté a los datos

experimentales fue un modelo de inhibicidn no competitiva.

Paralelamente se estudié el comportamiento de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina
resistente a PMSF 1500 uM con fenilvalerato. La Km aumentod al incrementar la concentracion

de PV y la Vmax permanecid constante, ajustandose a un modelo de inhibicidn competitiva.

De acuerdo a estos resultados el mecanismo de inhibicion en ambos casos es aparentemente

diferente como se puede ver en la Tabla 6.1.

La Km observada de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina es comparable a la Km obtenida
para AChE en cerebro de pollo descritas por Kemp y Wallace (1990) y al-Jafari y Kamal (1994)
(0.053 y 0.196 mM, respectivamente).

Los valores deducidos de la Km de actividad PVasa y de hidrolizante de acetiltiocolina fueron
también similares (Tabla 6.1). Sin embargo la Ki obtenida en la inhibicién de la actividad PVasa
con acetiltiocolina es mayor que la Ki de la inhibicion de la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina con fenilvalerato. Esto sugiere que ambos sustratos interaccionan en el mismo

centro pero que la afinidad del fenilvalerato es mayor que la de la acetiltiocolina.

El comportamiento competitivo de la interaccién del fenilvalerato con la actividad hidrolizante
de acetiltiocolina, sugiere que éste podria interaccionar en el mismo centro activo de la

esterasas hidrolizante de acetiltiocolina.

Sin embargo la interaccion de la acetiltiocolina con el componente Ea de la actividad PVasa,

mostré un comportamiento no competitivo que sugiere una interpretacion mas compleja.

Respecto al componente Eaq, estos resultados pueden interpretarse con diferentes opciones

como sigue:

A. La existencia de una proteina con actividad PVasa e hidrolizante de acetiltiocolina,
pero con diferentes centros activos.

B. Contiene proteinas con actividad PVasa, pero sin actividad hidrolizante de
acetiltiocolina que interacttan con la acetiltiocolina.

C. La misma proteina tiene actividad hidrolizante de fenilvalerato y acetiltiocolina, con el

mismo centro catalitico pero la interaccion estd sujeta a mecanismos diferentes.
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Interacciones entre sustratos de actividades resistentes a mipafox 25 uM.

La actividad PVasa resistente a mipafox (componente EB) no se afecté con acetiltiocolina, sin
embargo la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a mipafox 25 pM se inhibié con

fenilvalerato.

La Km aumentd al incrementar la concentracién de PV y la Vmax permanecié constante,

ajustandose a un modelo de inhibicidon competitiva

La Km obtenida para la actividad PVasa fue similar a la obtenida para el componente Ea,
mientras que la Km deducida para la actividad hidrolizante de acetiltiocolina es comparable a

la Km publicada para las actividades de AChE de cerebro de pollo (ver apartado anterior).

La Ki para la actividad colinesterasa resistente a mipafox es menor que la estimada para la
actividad resistente a PMSF, sugiriendo que la afinidad del fenilvalerato por la actividad

resistente a mipafox 25 uM es mayor.

En nuestro laboratorio, se habia observado que concentraciones no inhibitorias de PMSF y
mipafox dan lugar a un cambio de sensibilidad en las esterasas de fraccién soluble de cerebro
respecto a otros inhibidores organofosforados. La conclusién extraida es que el PMSF y otros
inhibidores podrian interaccionar en otros centros ademads del catalitico (Mangas et al. 2011,
Estévez et al., 2013). Basandonos en todo esto, no puede descartarse que la pre-incubacion
con PMSF o mipafox pueda causar alguna alteraciéon de las propiedades observadas en la

actividad resistente.

Interacciones entre sustratos de actividades resistentes a paraoxon 25 uM.

La actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM (componente Ey), se inhibié en presencia de
acetiltiocolina. Se observd que la Km aumentd al aumentar la concentracidn de acetiltiocolina
y la Vmax permanecié constante, ajustdandose a un modelo de inhibicién competitiva (Tabla
6.1).

La Km obtenida para la actividad PVasa de este componente fue menor que las obtenidas para
Ea y EB. La Ki de la interaccion de la acetiltiocolina con el componente Ey es menor que la
obtenida para el componente Ea indicando que la afinidad por la acetiltiocolina es mayor en el

componente Ey que en el Ea.
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La inhibicion de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina con PV no se ha podido estudiar
debido a que a la concentraciéon de paraoxon utilizada para discriminar este componente,
inhibid toda la actividad, hecho que coincide con la sensibilidad de la AChE de cerebro de pollo
al paraoxon cuya lso(30 min) se sitda en niveles de concentracién nanomolar (10-28 nM) (Lotti
and Johnson, 1978; Kemp and Wallace, 1990).

La inhibicion del componente Ey de la actividad PVasa con acetiltiocolina, muestra un
comportamiento competitivo, sugiriendo que la acetiltiocolina actia como un inhibidor

reversible en el centro activo de la actividad PVasa.
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6.3. COMPORTAMIENTO DE ACTIVIDAD PVASA SOLUBLE DE CEREBRO
CON INHIBIDORES.

En el apartado anterior se demostré que hay inhibicién de la actividad PVasa total y de los
componentes Ea y Ey con acetiltiocolina. Para comprender la relacidn con acetilcolinesterasa
se estudiaron las interacciones de inhibidores tipicos de colinesterasas con la actividad PVasa
total y con sus componentes Ea y Ey. Los resultados de estos estudios se resumen y comparan
en las Tablas 6.2 y 6.3.

Tabla 6.2. Comparacion de los resultados de la Inhibicion a dos tiempos diferentes de actividad
PVasa, en fraccidn soluble de cerebro. Se muestran los valores de inhibicién obtenidos para 10 o 30 min
con los diferentes inhibidores. Los datos aqui comparados corresponden a los resultados obtenidos en
las Figuras 5.12, 5.14, 5.16, 5.18, 5.19, 5.20, 5.21 y 5.22. Se indica el valor de % inhibicion y DE de un

experimento por triplicado.

Fraccion Inhibidor Inhibicién 10 min Inhibicién 30 min Dependencia
(% % DE) (% % DE) tiempo

Ea BW284C51 50 uM 0,7+1,1 0,8+1,0 NO INHIBE
iso-Ompa 1 uM 1,9+4,0* 13,1+1,8 Sl
iso-Ompa 10 uM 9,6+2,0* 25,7+0,5 Sl
iso-Ompa 100 uM 37,4+4,0* 63,412,3 Sl
Etopropazina 100 uM  46,9+2,1 46,912,1 NO

Ey BW284C51 50 uM 13,2+0,1 22,3+0,1 Sl
iso-Ompa 0,4 uM 210,3 4,7+0,5 Sl
iso-Ompa 1 uM 32,5+0,5 26,7+0,1 -
iso-Ompa 5 uM 17,0+0,9 38,2+1,0 Sl
iso-Ompa 25 uM 19,1+0,5 35,540,1 Sl
iso-Ompa 900 uM 39,7+0,1 39,1+0,1 -
Etopropazina 100 uM  21,610,1 31,7+0,6 Sl

Total BW284C51 50 uM 4,0+0,1 12,140,1 Sl
iso-Ompa 900 uM 18,5+0,1 34,940,1 Sl
Etopropazina 100 uM  19,210,1 18,2+0,5 NO

(*) En el caso de la inhibicion de Ea con iso-OMPA el tiempo utilizado para inhibir fue de 15 min en lugar de 10 min.
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Tabla 6.3.Interpretacion global de los distintos componentes enzimaticos de actividad PVasa
detectados en fraccion soluble de cerebro de pollo con los inhibidores ensayados y con los
inhibidores utilizados en los trabajos de Mangas et al. Se muestran los valores de Is, (LM) obtenidos en
dos experimentos independientes. La amplitud de cada componente se expresa indicando el rango de

valores teniendo en cuenta globalmente los valores obtenidos con los diferentes inhibidores.

Componente Ea EB Ey
Amplitud (11-23%) (63-84%) (5-15%)
Inhibidor TIPO
iso-OMPA Irreversible 22,1/36,7 R 0,1/0,2
etopropazina Reversible 0,005/0,001 R 3,47/7,6
Irreversible
BW284c51 Irreversible R 43,9/68,6
paraoxon* Irreversible 0,009/0,011 1,22 R
mipafox* Irreversible 0,004 R 3,40 uM
PMSF* Irreversible R 70 447 **

*Datos extraidos del articulo publicado por Mangas et al, 2012.
**50 deducidos para 30 min de inhibicidn, excepto para el PMSF que estdn estimados para 20 min debido a su

rapida degradacién espontanea.
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6.3.1. Inhibicion con iso-OMPA

Inhibicion a diferentes tiempos en actividad PVasa total.

El iso-OMPA es considerado un inhibidor irreversible y especifico de la butirilcolinesterasa
(Silver, 1974) y es utilizado en un gran ndmero de trabajos para discriminar entre AChE y
BuChE (Giacobini, 2003; Singh et al 2013; Pohanka et al, 2011; Nostrandt et al, 1993). Existen
pocos trabajos donde se estudie la inhibicion de actividad carboxilesterasa no colinesterasica
con iso-OMPA, entre estos se han encontrado algunos estudios que relacionan la potenciacion
de la toxicidad de algunos compuestos como el soman en la inhibicidn de las carboxilesterasas
de plasma de ratas (Grubic, Z. 1988) y el carbofuran (Gupta, R.C., 1989) con el pretratamiento
con iso-OMPA.

Los experimentos realizados al inhibir la actividad total con iso-OMPA 900 uM durante 10 o 30
min, obtenemos porcentajes de inhibicién diferentes, 18,5% de inhibicién a los 10 min y 34,9%
a los 30 min (Tabla 6.2.) lo que sugiere una inhibicion dependiente del tiempo y por lo tanto se

puede considerar de tipo irreversible.

Inhibicion de los componentes Ea y Ey de la actividad PVasa.

Al inhibir el componente Ea (resistente a PMSF 1500 uM) con iso-OMPA 1, 10 6 100 uM a
diferentes tiempos se observé una inhibicion dependiente del tiempo y por lo tanto se puede
considerar irreversible. Estos resultados sugieren que el componente Ea podria ser o contener
BuChE.

Los experimentos de inhibicion del componente Ey (resistente a paraoxon 25 pM) con iso-
OMPA 0,4, 5 6 25 uM a 10 o 30 minutos muestran inhibicién mayor a 30 que a 10 min y por lo

tanto se puede considerar irreversible (Tabla 6.2).

La sensibilidad al iso-OMPA del componente Ey en estas condiciones de ensayo es menor de la
esperada al comparar con la obtenida en actividad total. Resultados similares fueron obtenidos
por Estévez et al (2012) cuando se analizé la sensibilidad al mipafox del componente Ey, al
preinhibir con paraoxon, la sensibilidad de Ey al mipafox fue disminuyendo a medida que
aumento la concentracion de éste; la inhibicién con 250 UM de mipafox sin preincubar con
paraoxon fue del 100%, pero al preincubar con paraoxon 10 uM la inhibicién con mipafox 250
UM fue de solo el 36,6%. Los autores concluyeron que probablemente existian diferentes
centros de interaccion ademas del centro activo de hidrélisis del PV. Aqui podria estar
ocurriendo algo similar de forma que la preincubacién con paraoxon cambia la sensibilidad del
componente Ey modificando el sitio de unién del iso-OMPA. De hecho la inhibicién que
alcanzamos a partir de 5 uM de iso-OMPA es de 38%, muy similar a la obtenida por Estévez et
al (2012).
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Inhibicion a tiempo fijo de actividad PVasa total
La actividad PVasa total se inhibid con iso-OMPA 1500 uM (la maxima concentracion
ensayada) un 40,3%. Como se ha visto en el apartado anterior, la inhibicién de la actividad
PVasa total con iso-OMPA es de tipo irreversible. De acuerdo con esto se han utilizado las
ecuaciones del modelo irreversible descritas en el Capitulo 2. El mejor modelo segun el test
de la F fue un modelo de tres componentes sensibles:
e Un componente muy sensible con una amplitud de 8,3-10,5 % de la actividad
enzimatica total y una sy para 30 min de 0,1-0,2 uM.
e Un componente de una amplitud de 20,3-23,0 % de la actividad total y una |5, de 22,1-
36,7 uM para 30 min.
e Un componente mas resistente con una proporcion de 68,6-69,1% y una s, de 7180-
7810 uM para 30 min. La Iso para este componente es superior a la concentracién mas
alta utilizada de inhibidor por lo que se puede considerar resistente en estas

condiciones experimentales.

El nimero de componentes y su amplitud son comparables (Tabla 6.3) a los discriminados en
los trabajos de Mangas et al (2012), de manera que el componente mas sensible seria el
componente Ey que esta descrito con una amplitud de 5-8%, el componente Ea de sensibilidad
intermedia (11-23%) y el componente EB es practicamente resistente, con una amplitud de 71-
84%.
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6.3.2. Inhibicion con BW284C51.

Inhibicion a diferentes tiempos en actividad PVasa total.

El BW284C51 es un inhibidor reversible y considerado especifico de la acetilcolinesterasa
usado en estudios llevados a cabo en diferentes tejidos y grupos animales como peces,
eritrocitos bovinos, suero de caballo, cortex cerebral y plasma de rata. (Olivera-Bravo et al,
2005; Silver, 1974)

La actividad residual PVasa total a 10 min con BW284C51 50 uM fue 96,0% y a 30 min 87,9%
(Tabla 6.2). La interaccion del BW284C51 con la actividad PVasa total soluble de cerebro de

pollo es dependiente del tiempo y por lo tanto se puede considerar irreversible.

Inhibicion de los componentes Ea y Ey de la actividad PVasa.

Se encontré que el BW284C51 no inhibe al componente Ea.

El componente Ey se inhibe con BW284C51 50 uM un 13,2% a 10 miny 22,3% a 30 min. Por lo
tanto la inhibicién es dependiente del tiempo y se puede considerar irreversible.

Estos resultados nos sugieren una clara diferencia entre estos dos componentes enzimaticos y
gue el caracter irreversible observado en la inhibicién de la actividad PVasa total es debido a la

inhibicidn de Ey, mientras que Ea no se inhibe por BW284C51.

Inhibicion a tiempo fijo de PVasa total

A tiempo fijo, la actividad PVasa total, se inhibié con BW284C51 1000 puM (la maxima
concentracion ensayada) un 15,52%. Cémo se ha visto en el apartado anterior la inhibicién de
la actividad PVasa total con BW284C51 es de tipo irreversible, de acuerdo con esto se han
utilizado las ecuaciones del modelo irreversible descritas en el Capitulo 2. El mejor modelo fue

de dos componentes uno sensible a la inhibicidn y otro resistente:
e El componente sensible a BW284C51 tiene una amplitud de 13,6-14,0 % de la actividad
enzimatica total y una sy para 30 min de 43,9-69,3 uM.

e El componente resistente tiene una proporcion de 85,9-86,4%.

La proporcion del componente sensible concuerda con el componente Ey que estd descrito

anteriormente (Mangas et al, 2012) con una amplitud de 5-8%.
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6.3.3. Inhibicidn con etopropazina

Inhibicion a diferentes tiempos en PVasa total.

La etopropazina es un inhibidor reversible considerado especifico de butirilcolinesterasa y es
utilizado en un gran numero de trabajos para discriminar entre AChE y BuChE (Mikalsen et al,
1986).

La inhibicién de la actividad PVasa total con etopropazina 100 uM fue similar a dos tiempos
ensayados (10 o 30 min) (Tabla 6.2). Se deduce que la interaccién de la etopropazina con la
actividad PVasa no es dependiente del tiempo y por lo tanto se puede considerar de tipo

reversible.

Inhibicion de los componentes Ea y Ey.

El componente Ea se inhibié 46,9% con etopropazina 100 uM a 10 min y un 46,9% a 30 min.
La interaccion de la etopropazina con el componente Ea no es dependiente del tiempo y por lo
tanto se puede considerar de tipo reversible.

Sin embargo el componente Ey, con etopropazina 100 uM se inhibié 21,6% a los 10 min y
31,7% a los 30 min. Por lo que mostré una dependencia del tiempo y por lo tanto corresponde
un mecanismo de inhibicién al irreversible o covalente. Teniendo en cuenta que el porcentaje
de la actividad de este componente es un 8% de la actividad total (Mangas et al, 2012), esta
inhibicién corresponderia a una inhibicién del 3% del total. En cambio el componente Ea
supone un 20% del total y ademas presenta mayor sensibilidad a la etopropazina; es por esta

razén que al realizar el ensayo en actividad PVasa total se ve un mecanismo reversible.

Inhibicion a tiempo fijo de PVasa total

En el apartado correspondiente del capitulo de Resultados se muestra que se obtuvo un
modelo de dos componentes sensibles a la inhibicion con etopropazina pero de acuerdo con
los datos analizados en el apartado anterior, la inhibicién por etopropazina del componente Ea
es reversible y la del componente Ey seria irreversible. Por este motivo el modelo que se
considerd mds adecuado para ajustar los datos fue uno que incluia al menos un componente

reversible sensible y otro componente irreversible sensible.
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Modelo matematico de Inhibicidn reversible

En este trabajo las ecuaciones para ajustar los datos de los experimentos a tiempo fijo con
inhibidores irreversibles se basan en modelos de inhibicién irreversibles. Sin embargo los
métodos clasicamente utilizados para establecer Is en modelos reversibles, no estan basados
en ningun mecanismo de reaccion (Whiteley, 1999). El modelo clasico consiste en representar
el % de actividad, frente al logaritmo de la concentracién de inhibidor a una concentracion de
sustrato constante, se obtiene entonces una curva sigmoidea que se puede ajustar bien a un
modelo matmatico donde se estima la Isq En este trabajo se ha propuesto un modelo (descrito
en el Anexo 1, y desarrollado por el Dr. Estévez) basado en mecanismos de inhibicion
reversible competitiva o no competitiva; este modelo es sencillo y permite establecer el
numero de componentes, su amplitud o porcentaje y sus ls,. El método ofrece también la
posibilidad de ajustar datos cuando en una mezcla compleja existe un componente reversible y

otro irreversible, como se muestra a continuacioén.

La actividad PVasa total, se inhibié con etopropazina 524 uM (la maxima concentracion
ensayada) un 31,6% y el mejor modelo obtenido contiene tres componentes:
e Un componente reversible mas sensible con una proporcidn del 21,3% de la actividad
total y con una Isy de 0,005-0,001 pM.
e Un componente irreversible sensible de una amplitud del 9,9-15,2% con una Isq de
entre 3,47-7,06 uM.
e Un componente resistente con una proporcién de 63,4-68,6%.
El nUmero de componentes y su amplitud son comparables (Tabla 6.3) a los discriminados en
los trabajos usando paraoxon, mipafox y PMSF como inhibidores (Mangas et al, 2012). El
componente mas sensible reversible seria el componente Ea que estd descrito con una
amplitud de 11-23%, el componente irreversible de sensibilidad intermedia seria el

componente Ey (5-8%) y el componente EP es resistente, con una amplitud de 71-84%.

6.3.4. Consideraciones acerca de la actividad PVasa en fraccion soluble de cerebro.

Mangas (2012) discrimind tres componentes enzimaticos en la fraccién soluble de cerebro de
pollo:

e Ea (11-23 % de la actividad enzimatica total, Isy (30 min) = 9-11 nM) es el componente

mas sensible para paraoxon y también el mas sensible para mipafox (Iso (30 min) = 4

nM). Este componente se reactiva de forma espontanea después de la inhibicién con

paraoxon.
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e EB (63-84 % de la actividad enzimatica total; ls, (30 min) = 1216 nM) es el segundo
componente sensible a paraoxon, pero es practicamente resistente a mipafox.

e (Ey: 5-15 % de la actividad enzimdtica total) es resistente a paraoxon y tiene una Isq (30
min) de 3400 nM con mipafox, similar a la obtenida en NTE (esterasa diana de
neuropatia).

En el presente trabajo hemos observado en la actividad PVasa lo siguiente:

e La inhibicién con iso-OMPA discrimina el mismo nimero de componentes con
amplitudes muy similares a los establecidos por Mangas et al (2012): siendo Ey el
componente mas sensible con una amplitud de 8-15%, el componente Ea es de
sensibilidad intermedia (20-23%) y el componente EB es practicamente resistente, con
una amplitud de 63-69%.

e ElI BW284C51 discrimina dos componentes y la proporcién del mas sensible concuerda
con el componente Ey que esta descrito con una amplitud de 5-8%.

e Ante la presencia de etopropazina también se diferencian tres componentes: el mas
sensible seria Ea con una amplitud de 11-23%, el componente de sensibilidad
intermedia seria Ey (5-8%) y el componente resistente es EB, con una amplitud de 71-
84%.

El criterio que se ha utilizado para discriminar los distintos componentes es que las
proporciones de los componentes deben mantenerse constantes sea cual sea el inhibidor
utilizado (Tesis doctorales de Mangas, 2014 y Estévez 2003). Atendiendo a este criterio, en la
Tabla 6.3 discriminamos hasta tres componentes que a su vez se correlacionan bien con las

proporciones obtenidas en los trabajos de Mangas et al (2012).

De acuerdo con las interacciones con etopropazina, BW284C51 e iso-OMPA, con la actividad
PVasa en fraccidn soluble de cerebro sugieren que el componente Ea podria podria ser o tener

actividad hidrolizante de acetiltiocolina.

Sin embargo esta interpretacién debe ser considerada con cuidado ya que el iso-Ompa vy la
etopropazina pueden inhibir otras actividades a parte de la hidrolizante de acetiltiocolina y
como se demostrard mas adelante la actividad hidrolizante de acetiltiocolina en fraccion
soluble de cerebro de pollo no se comporta como el resto de colinesterasas de vertebrados.
Las conclusiones extraidas de estas interacciones cinéticas necesitan ser confirmadas por mas
investigaciones moleculares con el objetivo de identificar las proteinas responsables de estas

actividades enzimaticas.

162



DISCUSION

6.4. COMPORTAMIENTO DE ACTIVIDAD HIDROLIZANTE DE
ACETILTIOCOLINA SOLUBLE DE CEREBRO CON INHIBIDORES.

6.4.1. Estudios preliminares

Se realizaron experimentos donde se observd que la actividad hidrolizante de acetiltiocolina se
inhibi6 con PV 56 mM (apartado 5.3.2.) Los experimentos se realizaron utilizando
acetiltiocolina o acetil-B-metiltiocolina, como sustratos. Los porcentajes de inhibicion de la
actividad hidrolizante de acetiltiocolina con PV fueron de 10,7-14,2% cuando se utilizd
acetiltiocolina como sustrato (Tabla 5.10). Sin embargo, los resultados de inhibicidon cuando el
sustrato utilizado fue acetil-B-metiltiocolina fueron menores (1,1-2,8%). Estos datos sugieren
que la actividad hidrolizante de acetiltiocolina de fraccién soluble de cerebro de pollo es capaz

de interaccionar con el sustrato no bioldgico PV.

Se ha descrito que la AChE se inhibe por una concentracién de sustrato en exceso, a partir de 1
mM en la AChE humana (Radic y Taylor, 2006; Giacobini, 2003; Silver, 1974) pero no se ha

observado en nuestros experimentos (con concentracidn de sustrato hasta 30 mM).

También se ha observado que las actividades hidrolizantes de acetiltiocolina resistente a PMSF
y mipafox (apartado 6.2.1. Competicion de sustratos) no se inhiben por altas
concentraciones de acetiltiocolina. De acuerdo con estos datos podria considerarse que se
trata de BuChE, pero si tenemos en cuenta los resultados que indican que la inhibicién de la
actividad, es menor cuando se utiliza como sustrato acetil-B-metiltiocolina, ambos hechos

ponen de manifiesto datos contradictorios.

De los datos obtenidos se concluye que no parece que las colinesterasas de cerebro de pollo
respondan a los mismos patrones que el resto de colinesterasas descritas en otros grupos

animales, tal y cdmo se verd a lo largo de este capitulo.

Los resultados pueden interpretarse:

Que se trate de una colinesterasa atipica que no se inhibe por exceso de sustrato.

Que sea una BuChE atipica que hidrolice la acetil-B-metiltiocolina.

Que nos encontremos ante una forma intermedia de colinesterasa, aunque esto
podria descartarse debido a que tanto la AChE como la BuChE de pollo han sido
purificadas (Treskatis, 1992; Rotundo, 1984).

D. Que sean varias enzimas.

Para aclararlo hemos estudiado la actividad hidrolizante de acetiltiocolina con inhibidores
especificos de colinesterasas (iso-OMPA, etopropazina y BW284C51) y paraoxon, mipafox y

con PMSF. Los resultados se resumen y comparan en las Tablas 6.4. y 6.5.
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Tabla 6.4. Comparacion de los resultados de la Inhibicion a dos tiempos diferentes de actividad
hidrolizante de acetiltiocolina, en fraccion soluble de cerebro. Se muestran los valores de inhibiciéon
obtenidos para 10 o 30 min con los diferentes inhibidores. Los datos aqui comparados corresponden a
los resultados descritos en las Figuras 5.26, 5.28 y 5.30. Se indica el valor de % inhibicion y DE de un

experimento por triplicado.

Inhibidor Inhib. 10 min Inhib. 30 min Depend. tiempo
(%*DE) (%+DE)

BW284C51 0,41 uM 28,5+0,1 29,740,1 NO

iso-Ompa 0,6 pM 12,0+0,3 18,5+0,1 S|

iso-Ompa 500 uM 10,2+0,3 25,9+0,5 S|

etopropazina 0,2 uM 9,8+0,3 10,1+0,3 NO

etopropazina 0,2 uM 40,010,3 38,6+0,5 NO
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Tabla 6.5. Interpretacidn global de los distintos componentes enzimaticos de actividad hidrolizante de

acetiltiocolina detectados en fraccidn soluble de cerebro de pollo. La amplitud de cada componente se

expresa indicando el rango de valores teniendo en cuenta globalmente los valores obtenidos con los

diferentes inhibidores. Se muestran los valores de 150 (uM) obtenidos en dos experimentos

independientes.

Componente: Cs1 CS2 CSs3 Ccsa
Amplitud: (10-17 %) (53-57 %) (11-15 %) (14-18 %)
Inhibidor Tipo
iso-OMPA Irreversible 0,48/0,68 612/652
etopropazina Reversible 0,03/0,05 555/594 R
BW284c51 Reversible 0,16/0,18
paraoxon Irreversible 0,00657/0,00609
mipafox Irreversible 21,1/28,6
PMSF Irreversible R >2000 0,40
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6.4.2. Inhibicidn a tiempo fijo con paraoxon.

El paraoxon es el metabolito activo del paratién un organofosforado utilizado desde hace
décadas como insecticida debido a que el paraoxon es un potente inhibidor de AChE. Provoca
sintomas muscarinicos y colinérgicos, pero no induce a OPIDN. El experimento de inhibicién a
tiempo fijo en presencia de paraoxon se realizé6 con un amplio rango de concentraciones. Para
el tratamiento de los datos se ha asumido que no hay reactivacidon después de la inhibicidn
(Estévez et al., 2012; Mangas et al., 2013).

La actividad hidrolizante de acetiltiocolina se inhibid totalmente con paraoxon a
concentraciones de hasta 650 nM (la maxima concentracion ensayada), mostrando una curva

gue respondia a un solo componente de |5, de 6,1-6,6 nM.

El paraoxon es el inhibidor al que presenta mayor sensibilidad la fraccidn soluble, ya que su
Iso(30 min) es de 5,8-6 nM. Lotti y Johnson (1978) encontraron para AChE de cerebro de pollo
un valor de Is(30 min) con paraoxon de 10 nM. La sensibilidad observada en este trabajo a
este inhibidor es parecida a la sensibilidad observada en la bibliografia de AChE, de acuerdo
con esto se podria deducir que toda la actividad hidrolizante de acetiltiocolina podria

corresponder a actividad AChE.

6.4.3. Inhibicion a tiempo fijo con mipafox

El mipafox es un compuesto organofosforado utilizado por ser un inhibidor de esterasas, es
inductor de OPIDN y habitualmente usado para medir NTE. La inhibicién de fraccién soluble de
cerebro con mipafox se comporta como un Unico componente enzimatico sensible a la
inhibicidn, con una I (30 min) de 21,1-28,6 uM.

La Iso(30 min) obtenida por Lotti y Johnson (1978) para AChE de cerebro de pollo con mipafox
fue 41,2 uM, y Kropp y Richardson (2003) obtuvieron una Iso(20 min) de AChE de 8,1 uM. El
valor de 15,(30 min) obtenida en este trabajo se encuentra entre valores encontrados en

bibliografia para actividad AChE en cerebro de pollo.
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6.4.4. Inhibicién con BW284c51

Inhibicidn a diferentes tiempos de la actividad total hidrolizante de acetiltiocolina.

El BW284c51 es un inhibidor reversible, considerado como un inhibidor especifico de
acetilcolinesterasa (AChE) usado en estudios llevados a cabo en diferentes tejidos y grupos
animales como peces, eritrocitos bovinos, suero de caballo, cortex cerebral y plasma de rata
(Olivera-Bravo et al, 2005; Silver, 1974).

La inhibicidn a los 10 min fue de un 28,5% y a los 30 min del 29,7% (Tabla 6.4.). Estos datos
indican que no existe dependencia del tiempo y por lo tanto se trata de una inhibicion de tipo
reversible. Este resultado nos indica que se ajusta al tipo de inhibicién descrito para la AChE

con este compuesto.

Inhibicidn a tiempo fijo de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

La actividad hidrolizante de acetiltiocolina total se inhibié con concentraciones de BW284c51

de hasta 524 uM (la maxima concentracion ensayada) y la inhibicién fue de un 97%.

Después de aplicar los modelos de ecuacidn para inhibidores reversibles desarrollados por el
Dr. Estévez (Anexo 1), se concluyd que se comporta mayoritariamente como un solo
componente con |5, de entre 0,16 y 0,18 uM, aunque se detectd una pequefia proporcién

(< 3%) de un componente menos sensible de |5y 13-17,4 uM).

Mikalsen y colaboradores (1986) describieron que con 1 uM de BW284c51 se inhibe toda la
actividad colinesterasa en eritrocitos de bovino, de aqui se deduce que su Isq tiene un valor

menor de 1 uM, tal como ocurre con la Is, obtenida en nuestra muestra.

Atack y colaboradores (1989) describieron que las Is; en AChE con BW284c51 en eritrocitos y
cortex humanos y anguila eléctrica fueron 18, 28 y 8 nM respectivamente, y también
describieron que los valores de ls, en BUChE con BW284c51 en cértex y plasma humanos
fueron 300 y 48 uM, valores comparables a los obtenidos para el componente minoritario

detectado en nuestra muestra.

De acuerdo con estos datos podriamos considerar que se trata de una AChE, sin embargo esto
contradice los criterios establecidos ya que toda la actividad se inhibe como un componente
enzimatico que deberia ser AChE, pero que no se inhibe por exceso de sustrato, como hemos
visto en apartados anteriores. Los resultados sugieren que estamos ante una colinesterasa

atipica.
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6.4.5. Inhibicion con iso-OMPA
El iso-OMPA es un inhibidor irreversible considerado especifico de la actividad
butirilcolinesterasa (Massoulié, 1993; 2005; Thomsen et al., 1991). Sin embargo en otros
estudios llevados a cabo por Pezzementi y colaboradores (2011) se ha encontrado una
butirilcolinesterasa en el pez Medaka Oryzias latipes, que atipicamente no es inhibida por el
iso-OMPA.

Inhibicion a diferentes tiempos de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

El porcentaje de inhibicién a los 10 min con iso-OMPA 0,6 uM fue de un 12,0% y a los 30 min
de 18,5%. La inhibicion con iso-OMPA 500 uM a los 10 min fue 10,2% y a los 30 min del 25,9%
(Tabla 6.4.). Estos datos indican que existe dependencia del tiempo y por lo tanto se trata de

una inhibicién de tipo irreversible.

Inhibicién a tiempo fijo de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

En el experimento de inhibicion a tiempo fijo el mejor modelo fue de tres componentes

enzimaticos: dos sensibles a iso-OMPA y uno resistente a la inhibicion:

e El componente mas sensible tiene una amplitud (proporcién) de 16,4-17,8 % de la
actividad enzimatica total, y una Is4(30 min) de 0,48-0,68 uM.

® El componente menos sensible tiene una amplitud de 52,7-53,1 % de actividad total, y
una concentracion ls4(30 min) de 612-652 puM.

® Y un tercer componente (29,4-30,4 % de la actividad enzimatica total) resistente a la

inhibicién con iso-OMPA.

De acuerdo con los resultados, el iso-OMPA discrimina tres entidades enzimaticas diferentes,
uno de 16-18 % muy sensible (ls, < 1 M), otro poco sensible (s, del orden de 600 uM) que

representa el 53 % y otro resistente de aproximadamente 30%.

La Isp(30 min) obtenida en este trabajo para el componente mas sensible es del orden de la
obtenida por Atack y colaboradores (1989) que describieron que las Iso(30 min) en BUChE con

iso-OMPA en cértex y plasma humanos fueron 6,7 y 1 UM respectivamente.

Las Is(30 min) para el segundo componente enzimatico son similares a las descritas en AChE
con iso-OMPA en eritrocitos y cértex humanos y anguila eléctrica. Estos valores fueron de 340,

180 y >1000 pM respectivamente.

De acuerdo a las Is(30 min) encontradas en la bibliografia, se podria deducir que el
componente mas sensible a iso-OMPA de fracciéon soluble de cerebro de pollo (16,4-17,8 %) se
trata de actividad BuChE, y el segundo componente sensible (52,7-53,1 %) sea actividad AChE.
Ademas de la existencia de un componente resistente a iso-OMPA (29,4-30,4 %) de naturaleza

desconocida (otras proteinas hidrolizantes de acetiltiocolina).
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6.4.6. Inhibicion a tiempo fijo con PMSF

El fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) es el inhibidor con el cual se descubrié el fenédmeno
de promocidn de la OPIDN (Lotti et al., 1991; Pope y Padilla, 1990). De los resultados obtenidos
en el experimento de inhibicion a tiempo fijo se deducen al menos dos componentes

enzimaticos distintos:

e Un componente sensible con una amplitud (proporcidn) de 11,2-15,0 % de la actividad
enzimatica total, y una ls5(30 min) de 0,4 uM.
® Se estimd un segundo componente sensible con una amplitud del 85,0-88,8 % de

actividad total, y una Is55(30 min) de 2 mM.

La 155(30 min) deducida (28,1 uM) a partir de datos cinéticos de inhibicién de AChE con
PMSF en ratén (Kraut et al., 2000) es mucho mayor que la ls(30 min) del componente mas
sensible para la inhibicion de PMSF obtenido en este trabajo, aunque en la bibliografia no

se considerd la hidrdlisis espontdnea del inhibidor.

6.4.7. Inhibicion con etopropazina

Inhibicidn a diferentes tiempos de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

La etopropazina es un inhibidor reversible considerado especifico de butirilcolinesterasa y es
utilizado en un gran numero de trabajos para discriminar entre AChE y BuChE (Mikalsen et al,
1986).

Con etopropazina 0,2 UM el porcentaje de inhibicion fue de 9,8% a los 10 min y de 10,1% a los
30 min. Tras la incubacién durante 10 min con etopropazina 600 uM la inhibicién fue de 40,0%
y a los 30 min de 38,6% (Tabla 6.4). Estos datos indican que no existe dependencia del tiempo
y por lo tanto se trata de una inhibicidn de tipo reversible, lo que coincide con el caracter

reversible encontrado en la bibliografia de la BUChE con la etopropazina.

Inhibicién a tiempo fijo de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.
Segun los resultados obtenidos en la seccidén anterior se aplicaron las ecuaciones descritas en
el capitulo 2 de modelos cinéticos de inhibicion reversible para realizar los ajustes de las

curvas de inhibicién a tiempo fijo de 30 min.

La actividad disminuyd hasta un 41-47% con etopropazina 524 uM, la mdxima concentracion

utilizada. El mejor ajuste fue el modelo en el que se diferencian dos componentes:

e Un componente muy sensible con una amplitud de 10,8-13,1 % de la actividad

enzimatica total y una sy estimada de 0,03-0,05 uM.
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® Y otro menos sensible que corresponderia al 86,8-89,2 % restante con una |5, estimada
de 555-594 uM.

Los valores de |5, del componente sensible son comparables a los encontrados en bibliografia.
Atack et al (1989) describieron concentraciones de Iso en BUChE con etopropazina en cértex y
plasma humano de 0,21 y 0,3 uM respectivamente, comparables a la obtenida en este trabajo

para el componente sensible considerando que la especie es diferente.

La Isg del segundo componente enzimatico es también comparable a las descritas en AChE con
etopropazina en eritrocitos humanos y anguila eléctrica de 260, 210 y 120 uM

respectivamente (Atack et al, 1989).

De acuerdo a las I, encontradas en la bibliografia, se podria deducir que el componente mas
sensible a etopropazina se trata de actividad BUuChE y comparando las amplitudes podria ser el

mismo que el mds sensible a iso-OMPA y a PMSF.

6.4.8. Inhibicidn a tiempo fijo con dos inhibidores

Estos ensayos se llevaron a cabo con el objetivo de identificar si los componentes mas
sensibles a la inhibicidn con iso-OMPA, PMSF y etopropazina se trataban del mismo. Para ello
se disefié un experimento en el que se preincubd con un inhibidor y después se afiadié un
segundo inhibidor, a las concentraciones necesarias de cada uno para inhibir el componente
mas sensible en ambos casos. Si el componente sensible es el mismo para ambos inhibidores,
al anadir el segundo inhibidor no se observarian diferencias significativas respecto a la
inhibicidn inicial puesto que ya esta inhibido el componente. Si por el contrario se trata de
componentes distintos, la actividad residual al afiadir el segundo inhibidor, debe ser menor

respecto a la inhibicién causada por uno solo.

Preincubacion con PMSF y posterior inhibicion con etopropazina, y viceversa.

Al preincubar con PMSF 100 uM y a continuacién con etopropazina 150 uM se observd una
disminucién de la actividad enzimatica, lo cual significa que el componente mas sensible a

PMSF no es el mas sensible a etopropazina.

Al preincubar con etopropazina 150 uM y a continuacién con el PMSF 100 uM se observé que
la amplitud del componente mas sensible a la inhibicion con PMSF y la amplitud del
componente mas sensible a la inhibicion con etopropazina se suman. Se concluyé que el

componente mas sensible a PMSF es diferente al mas sensible con etopropazina.
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Preincubacion con PMSF y posterior inhibicion con iso-OMPA, y viceversa.

Al preincubar con PMSF 100 uM y después con iso-OMPA 30 uM, se observd una disminucién
de la actividad enzimatica, lo cual significa que el componente mads sensible a PMSF no es el

mismo que el mas sensible a iso-OMPA.

Al realizar el experimento preincubando primero con iso-OMPA 30 uM y a continuacién con
PMSF 100 uM, la actividad residual resultante fue la suma de las proporciones obtenidas al
inhibir de forma individual lo que indica que ambos inhibidores estan inhibiendo componentes

distintos.
Preincubacion con iso-OMPA y posterior inhibicion con etopropazina, y viceversa.

No se observaron cambios significativos en la actividad enzimatica resultante de la
preincubacidon primero con iso-OMPA 30 uM al afiadir etopropazina 150 uM, de lo que se
puede deducir que el componente mas sensible a iso-OMPA se trata también del componente

mas sensible a etopropazina.

Al preincubar con etopropazina y afiadir después el iso-OMPA el componente que es sensible a
la inhibicién con iso-OMPA ya ha sido inhibido previamente con etopropazina, lo que indica

qgue ambos inhibidores estan inhibiendo el mismo componente.

Se deduce que existe un cuarto componente con actividad hidrolizante de acetiltiocolina que

es sensible a paraoxon y a mipafox y resistente a iso-OMPA y etopropazina.
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6.4.9. Consideraciones a cerca de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina en fraccion

soluble de cerebro:

Analizando globalmente los resultados se deduce que podemos distinguir cuatro componentes

enzimaticos (Tabla 6.5.):

CS1 (10-17 %). Se inhibe por todos los inhibidores ensayados excepto PMSF.

CS2 (53-57 %). Es muy sensible a la inhibicidn con mipafox, paraoxon y BW284C51; se
inhibe a altas concentraciones de iso-OMPA y etopropazina y es resistente a PMSF.

CS3 (11-15 %). Es muy sensible a la inhibicién con mipafox, paraoxon y BW284C51
pero resistente a la etopropazina, PMSF e iso-OMPA.

CS4 (14-18 %). Es muy sensible a la inhibicion con mipafox, paraoxon y BW284C51; se

inhibe con PMSF, pero es resistente a la inhibicidon por iso-OMPA y etopropazina.

Otras consideraciones:

Con paraoxon, mipafox y BW284c51 las curvas de inhibicion se comportan como un
solo componente y con ellos, en las condiciones de ensayo, no se han podido
discriminar componentes de diferente sensibilidad. Con el mipafox la observacion
visual sugiere que podria haber un componente de muy alta sensibilidad que
representaria alrededor de un 10%.

El componente CS1 es el mas sensible a iso-OMPA y también a etopropazina.

El componente mas sensible a la inhibicion con PMSF (CS4) es distinto al mas sensible a
iso-OMPA o etopropazina (CS1).

Con la inhibicién de iso-OMPA y etopropazina (considerados inhibidores especificos de
BuChE) se han podido distinguir 3 componentes:

v' CS1 cuya ls (0,48-0,68 uM) para el iso-OMPA es del orden de la descrita por
Atack et al (1989) para este compuesto con BUChE (6,7 y 1 uM) en cortex y
plasma humano respectivamente. La sensibilidad de este componente con la
etopropazina es de 0,03-0,05 pM, valores comparables a los encontrados para
la BUChE con este compuesto cuya Is 0,21 y 0,3 uM en coértex y plasma
humano.

v' (CS2, resistente a etopropazina y de sensibilidad intermedia al iso-OMPA con
lsg 612 uM, del mismo orden de magnitud que el valor de Is; = 340 uM
encontrado para la AChE en eritrocitos humanos y en anguila eléctrica (> 1000
uM

v" CS3 que es resistente a iso-OMPA y etopropazina.
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Propuesta de condiciones de ensayo para la discriminacién de los componentes de actividad

colinesterasa.

Se propone un ensayo basado en el uso de las siguientes condiciones de inhibidores, Estas

concentraciones corresponden a las concentraciones que inhibirian el 99 % de cada

componente (lgg>°™")

e A=Actividad total

e B=Actividad resistente a iso-OMPA 5 uM

e (C=Actividad resistente a iso-OMPA 4,5 mM

e D= Actividad resistente a iso-OMPA 4,5 mMy PMSF 4,5 uM.

e E= Actividad resistente a PMSF 4,5 uM

La actividad de cada componente se estimaria por:

e (S1=A-B
e (S2=B-C
e (S3=A-D
e C(CS4=A-E

cs1 cs1 cs3
cs2
cs2 .
B D
C
Cs4 cs4
Actividad 5 uM iso-OMPA 4,5mM 4,5 mM iso-OMPA 4,5 yM
total iso-OMPA +4,5 uM PMSF PMSF

Figura 6.1. Ensayo de discriminacion de los diferentes componentes en fraccion soluble de cerebro de
pollo., utilizando iso-OMPA y PMSF.

173



DISCUSION

6.5. CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES GLOBALES DE LA RELACION
ENTRE ACTIVIDADES PVasa Y ChE EN FRACCION SOLUBLE DE
CEREBRO.

Existe interaccion de la actividad PVasa con el sustrato acetiltiocolina y de la actividad

colinesterasa con el sustrato PV.

La actividad PVasa total soluble medidas estd en el rango 1255-5465 nmol/min y la actividad
ChE de 6,6-12,5 nmol/min. Estos valores varian notablemente en funcién del lote de muestray

de las condiciones de concentracidn de tejido y tiempo de reaccion.

Se han detectado tres componentes diferentes en actividad PVasa con iso-OMPA, BW284C51 y
etopropazina que se correlacionan bien con los detectados por Mangas et al (2012): Ea, EB y
Ey con paraoxon, mipafox y PMSF.

En la actividad ChE se han detectado 4 componentes (CS1, CS2, CS3 Y CS4) utilizando iso-
OMPA, BW284(C51, etopropazina, mipafox, paraoxon y PMSF.

Se puede establecer correlacién entre la actividad PVasa Ea y la actividad colinesterasa CS1, ya
gue ambos son muy sensibles a etopropazina e iso-OMPA vy resistentes a PMSF. Sin embargo
su comportamiento ante el BW284C51 es diferente ya que Ea es resistente y CS1 es sensible.
Esto puede interpretarse porque la inhibicidn por BW284C51 es de tipo reversible y su efecto
puede ser diferente en funcién del sustrato con el que esté compitiendo. Otra explicacion
adicional puede relacionarse con la observacién hecha por Mangas et al (2013a) de una
disminucién de la sensibilidad frente al mipafox por la incubacién a bajas concentraciones de
PMSF. Dado que la medida de Ea requiere la preincubacién con PMSF 1500 uM, este
tratamiento podria estar afectando a las propiedades frente al BW284C51.

Por el contrario CS2, CS3 Y CS4 no forman parte de los componentes de la actividad PVasa EB
ni de Ey porque los primeros tienen baja sensibilidad al PMSF (ls, = 2000 pM), mientras que a
esa concentracion de PMSF los componentes PVasa EB y Ey estdn completamente inhibidos.
Por lo tanto CS2, CS3 y CS4 corresponden a proteinas que no tienen actividad PVasa, al menos
en el mismo centro activo de su actividad hidrolizante de acetiltiocolina.

A pesar de que CS2, CS3 y CS4 no tienen actividad PVasa, se inhiben reversiblemente ante la
presencia de PV.

EB y Ey no tienen actividad ChE, dado que se detectan como la actividad resistente a paraoxon
25 uM, condicidn en la que toda la actividad colinesterasa esta completamente inhibida. Sin
embargo, Ey se inhibe con la presencia de acetiltiocolina mostrando ademas una relativa alta

afinidad por ésta del mismo orden que las concentraciones usadas de sustrato (0,198 mM).
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Actividad PVasa

11-23% actividad PVasa total

190 ..
Act. resistente 1500 p M PMSF 10-17% actividad ChE total

paraoxon PMSF R paraoxon
mipafox (+++) BW284C51 Ea = CS]. "jc'pafox . (+++)
i etopropazina
etopropazina is0-OMPA (++) iso-OMPA PMSF ..R
BW284C51

Inhicién por acetilcolina
Ki=7 mM

C S 2 53-57%

EB 71-84% Act. resistente 25 pM mipafox

paraoxon
paraoxon (+4) mipafox (+++)
PMSF BW284C51

iso OMPA

BW284C51 PMSF i|(++)
etopropazina iso-OMPA
mipafox

etopropazina...R

No interacciona con acetilcolina

CS3 1115%
etopropazina
paraoxon iso-OMPA :| R
mipafox (+++)
BW284C51 PMSEF....(+)

5.8%  Act.resistente 25 pM paraoxon CS4 14-18%
E Inhibicion por acetilcolina etopropazina
Ki=0,2mM . R
! PMSF iso-OMPA

BW284C51 +4) paraoxon
etopropazina mipafox (+++)

iso-OMPA (+++) mipafox (+) BW284C51

paraoxon R PMSF

Figura.6.2. Componentes de actividades hidrolizantes de fenilvalerato (PVasa) y de acetiltiocolina
(ChE). Se muestran los distintos componentes de las actividades PVasa y ChE, con sus amplitudes (%) y
sensibilidades a los inhibidores: (+++) muy sensible, (++) sensibilidad intermedia, (+) baja sensibilidad y
(R) resistente.
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6.6. INTERACCIONES ENTRE DIFERENTES SUSTRATOS E INHIBIDORES EN
FRACCION DE MEMBRANA DE CEREBRO.

6.6.1. Competicidn de sustratos: Fenilvalerato/acetiltiocolina.

El objetivo de estos estudios es analizar la interaccion de la acetiltiocolina con los
componentes de actividad PVasa de fraccion de membrana discriminados en estudios
anteriores en nuestro laboratorio (Mangas et al, 2012):
e EPa (4-8 % de la actividad enzimatica total) es el componente mds sensible a la
inhibicidn con paraoxon (s 30 min=15-43 nM) y también el mas sensible para mipafox
(Iso 30 min=29 nM). Este componente se reactiva de forma espontanea después de la
inhibicién con paraoxon.
e EPB (38 % de la actividad enzimatica total) es el segundo componente sensible a
paraoxon (lso 30 min= 1540 nM), pero es practicamente resistente a mipafox.
e EPy (38-47 % de la actividad enzimatica total, s, 30 min= 5.3-6.6 M) es sensible a
concentraciones micromolares de mipafox y es resistente a paraoxon.
o EPS (9-11% de la actividad enzimatica total) es practicamente resistente a todos los

inhibidores.

EPy se atribuye a la enzima NTE, la proteina diana de la neuropatia retardada que se describié
por primera vez entre las esterasas de membrana de cerebro de pollo (Johnson, 1969, 1982;
Williams y Johnson, 1981). Por lo que este es el Unico componente detectado para el cual se
han identificado roles toxicolégicos y biolégicos, y estd molecular y gendmicamente
caracterizado. El papel de los otros tres componentes detectados en membranas se
desconoce. Las interacciones observadas con los inhibidores revelan que puedan estar
relacionados con la neurotoxicidad de OPs (Tesis Doctoral de Mangas, |. 2014), estas
interacciones son importantes en la comprension de los efectos neurotdxicos de exposiciones

a multiples xenobiéticos.

Los componentes de la actividad PVasa de fraccion de membrana de cerebro se han
discriminado pre-incubando con los inhibidores PMSF, paraoxon, mipafox o PMSF y mipafox a

las concentraciones descritas por Mangas et al (2012, 2013):

e El componente EPa se midié como la actividad resistente a PMSF 1000 pM.
e El componente EPB se midié como la actividad resistente a mipafox 50 uM
e EPy como la actividad resistente a paraoxon 25 uM,

e EP6 como la actividad resistente a mipafox 25 uM y PMSF 600 uM.
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Los porcentajes de los distintos componentes fueron muy similares a los obtenidos por

Mangas en sus trabajos.

Se aplicaron las mismas condiciones para discriminar componentes de actividad colinesterasa

en la fraccién de membrana de cerebro de pollo.

Se estudid la interaccidon del sustrato acetiltiocolina con la actividad PVasa y de PV con la

actividad hidrolizante de acetiltiocolina, en membrana de cerebro de pollo.

En la Tabla 6.6. se resumen y comparan los resultados de los estudios de interaccion entre

sustratos de las actividades PVasa e hidrolizante de acetiltiocolina de fraccion de membrana.

No se muestran datos cinéticos ya que corresponderian a la suma de dos componentes
enzimaticos y en las condiciones de este estudio no es posible discriminar la cinética detallada
de los componentes. Se muestran los valores de V (valor que alcanza la velocidad a la maxima
concentracién de sustrato y sin presencia del inhibidor) y V* (valor que alcanza la velocidad a la

maxima concentracidén de sustrato y en presencia de la maxima concentracion de inhibidor).

Tabla 6.6. Comparaciones de la V y V° obtenidas de las interacciones entre sustratos y entre las
actividades PVasa e hidrolizante de acetiltiocolina en fraccion de membrana de cerebro de pollo. Los
datos de esta tabla resumen y comparan los datos que se muestran en los resultados en las Tablas 5.19,
5.20, 5.21, 5.22, 5.25, 5.26 y 5.27. y Figuras 5.39, 5.40, 5.41, 5.42, 5.51, 5.52, 5.53.

Actividad Inhibidor V (nmoles/min/mg tej)  V’(nmoles/min/mg tej)  INHIBICION
PVasa resistente a mipafox Acetiltiocolina 208/325 - NO

25 uM y PMSF 600 pM

(EPS)

AChE resistente a mipafox PV 0,14/0,15 0,13/0,14 Sl

25 uM y PMSF 600 uM

PVasa resistente a PMSF Acetiltiocolina  43/64 17/28 Sl
1000 uM (EPa+ EPS)

AChE resistente a PMSF PV 0,13/0,14 0,10/0,11 Sl
1000 pM

PVasa resistente a mipafox Acetiltiocolina  800/801 - NO
50 uM (EPB+ EPS)

AChE resistente a mipafox PV 0,072/0,080 0,040/0,072 S|
50 uM

PVasa resistente a Acetiltiocolina 686/713 - NO

paraoxon 25 uM(EPy+ EPS)

AChE resistente a paraoxon PV~ - e
25 uM
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Interacciones entre sustratos de actividades resistentes a mipafox 25 uM y PMSF 600 uM.

La actividad PVasa resistente a mipafox 25 uM y PMSF 600 uM estd definido como el
componente EPS y supone un 10% de la fraccidon total. Esta actividad no se inhibié en

presencia de acetiltiocolina.

Sin embargo la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a mipafox 25 uM y PMSF 600
KM se inhibié por la presencia de PV. La velocidad maxima no cambié al incrementar la

concentracidn de PV. Este comportamiento sugiere una inhibicién de tipo competitivo.

Interacciones entre sustratos de actividades resistentes a PMSF 1000 uM.

La actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM corresponde a la actividad del componente EPa
mdas el componente EPS que cdmo se vio en el apartado anterior no interacciona con la
acetiltiocolina. La actividad PVasa resistente a PMSF 1000 uM se inhibié en presencia de
acetiltiocolina. Se observé que la velocidad mdxima disminuyéd al incrementar la
concentraciéon de acetiltiocolina, este comportamiento sugiere una inhibicién que no es
competitiva. Las actividades que se observan son el resultado de la suma de dos componentes
enzimaticos ya que el componente EPS es resistente a PMSF 1000 uM, esto implicaria que el

Unico componente que interacciona es EPa.

Al estudiar la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a PMSF 1000 uM con PV, se
observé inhibicién en presencia de PV aunque la velocidad maxima no cambid al incrementar

la concentracion de PV.

De acuerdo a estos resultados, el mecanismo de inhibicidn en ambos casos es aparentemente

diferente como se puede ver en la Tabla 6.6.
Por lo tanto podemos considerar diferentes opciones respecto al componente EPa:

A. La existencia de una proteina con actividad PVasa e hidrolizante de acetiltiocolina,
pero con diferentes centros activos.

B. Contiene proteinas con actividad PVasa, pero sin actividad hidrolizante de
acetiltiocolina que interacttan con la acetiltiocolina.

C. La misma proteina tiene actividad hidrolizante de fenilvalerato y acetiltiocolina, con el

mismo centro catalitico pero la interaccion estd sujeta a mecanismos diferentes.
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Interacciones entre sustratos de actividades resistentes a mipafox 50 uM.

La actividad PVasa resistente a mipafox (componente EPB+EPS) no se inhibid con
acetiltiocolina. EPS no se inhibe con la acetiltiocolina, esto demuestra que EPB no se inhibe

tampoco con la acetiltiocolina.

Sin embargo la actividad hidrolizante de acetiltiocolina resistente a mipafox se inhibié con PV.
La velocidad maxima no cambid al incrementar la concentracion de PV lo que sugiere

inhibicidn de tipo competitiva.

El componente esterasico EPB no tiene capacidad para hidrolizar acetiltiocolina y en cambio el
componente resistente a mipafox 50 uM, de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina, si que

es capaz de hidrolizar PV.

Interacciones entre sustratos de actividades resistentes a paraoxon 25 uM.

La actividad PVasa resistente a paraoxon 25 uM (EPy+EPS) no se inhibié en presencia de
acetiltiocolina y por lo tanto no es capaz de hidrolizarla, este componente es el que se

identifica con la NTE.

La inhibicién de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina, no se pudo estudiar debido a que a
la concentracién de paraoxon utilizada para discriminar este componente, inhibié toda la
actividad, hecho que coincide con la sensibilidad de la AChE de cerebro de pollo al paraoxon,
con una IC50(30 min) a niveles de concentracion nanomolar (10-28 nM) (Lotti and Johnson,
1978; Kemp and Wallace, 1990).
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6.7. COMPORTAMIENTO DE ACTIVIDAD PVASA DE MEMBRANA DE
CEREBRO CON INHIBIDORES.

En el apartado anterior se demostré que hay inhibicidén de la actividad PVasa del componente

EPa con acetiltiocolina y de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina con PV. Se estudiaron

por lo tanto, las interacciones de inhibidores tipicos de colinesterasas en la actividad PVasa

total y en su componente EPa. Los resultados de estos estudios se resumen y comparan en las

Tablas 6.7 y 6.8.

Tabla 6.7. Comparacion de los resultados de la inhibicidn a dos tiempos diferentes de actividad PVasa,

en fraccion de membrana de cerebro. Se muestran los valores de inhibicidn obtenidos para 10 o 30 min

con los diferentes inhibidores. Los datos aqui comparados corresponden a los resultados obtenidos en

las Figuras 5.43, 5.46, 5.48 y 5.49. Se indica el valor de % inhibicion y DE de un experimento por

triplicado.
Fraccion Inhibidor Inhib. 10 min Inhib. 30 min Depend. tiempo
(%+DE) (%+DE)

Total BW284C51 50 uM - - NO INHIBE
iso-Ompa 900 uM 20,0+0,1 19,940,1 NO
Etopropazina 100 uM  12,210,1 12,8+0,1 NO

EPa BW284C51 50 uM - - NO INHIBE
iso-Ompa 900 uM 47,4+0,1 47,2+0,1 NO
Etopropazina 100 uM  15,1%0,1 14,4+0,1 NO
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Tabla 6.8. Interpretacion global de los distintos componentes enzimaticos de actividad PVasa
detectados en fraccion de membrana de cerebro de pollo con los inhibidores ensayados y con los
inhibidores utilizados en los trabajos de Mangas et al. La amplitud de cada componente se expresa
indicando el rango de valores teniendo en cuenta globalmente los valores obtenidos con los diferentes

inhibidores. Se muestran los valores de 150 (M) obtenidos en dos experimentos independientes.

Componente EPa EPB EPy EPS
Amplitud (2-8%) (35-40%) (38-47%) (9-15%)

Inhibidor Tipo
iso-OMPA Reversible 0,40/0,65 R 130/65,47
etopropazina Reversible R 32,61/34,89 R
BW284c51 No inhibe R
paraoxon*® Irreversible | 0,015/0,043 1,54 R
mipafox* Irreversible 0,029 R 6,60 R
PMSF** Irreversible R 138 23 R

*Datos extraidos del articulo publicado por Mangas et al, 2013.
**]50 deducidos para 30 min de inhibicion, excepto para el PMSF que estan estimados para 20 min debido a su

rapida degradacidn espontanea.

6.7.1. Inhibicion con iso-OMPA.

Inhibicion a diferentes tiempos en PVasa total.

El iso-OMPA, tal y cdmo se ha descrito en el apartado correspondiente de la fraccidn soluble es
un inhibidor irreversible considerado especifico de la actividad butirilcolinesterasa (Massoulié,
1993; 2005; Thomsen et al., 1991). Se ha utilizado en diversos trabajos para aislar y purificar la
AChE (Rotundo, 1984) y BuChE (Treskatis et al., 1992) de cerebro de pollo en fraccién de
membranas.

En ensayos preliminares el iso-OMPA solo inhibié a concentraciones muy altas, con iso-OMPA
900 uM durante 10 o 30 min, obtenemos el mismo porcentaje de inhibicidn, un 20% (Tabla
6.7.) lo que sugiere que la inhibicidon a concentraciones altas no es dependiente del tiempo y
por lo tanto se puede considerar de tipo reversible. Dadas las altas concentraciones necesarias
y la no dependencia del tiempo, esta inhibicién por iso-OMPA del 15-20% de la actividad
PVasa, probablemente no se debe a mecanismos de acilacion covalente sino a interacciones

reversibles mas especificas.
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Inhibicion del componente EPa+EPé.

Al inhibir con iso-OMPA 900 uM a 10 y 30 min se observé un porcentaje de inhibicion de 47%
(Tabla 6.7.) Estos datos mostraron un comportamiento no dependiente del tiempo. Sin
embargo con iso-OMPA 900 uM el componente EPa estad totalmente inhibido si tenemos en
cuenta las Iso obtenidas en el siguiente apartado. No se pudo distinguir bien entre EPa y EP§
dada la poca amplitud del componente, asi que pudiera ser que EPa fuera irreversible pero los

datos de los que se dispone no son suficientes asi que se tratd como reversible.

Inhibicion a tiempo fijo de PVasa total.
La actividad PVasa total se inhibid con iso-OMPA 786 uM (la maxima concentracién ensayada)
un 30 %. Como se ha visto en el apartado anterior la inhibicién de la actividad PVasa con el iso-
OMPA es de tipo reversible, de acuerdo con esto se han utilizado las ecuaciones del modelo
reversible descrito en el Anexo 1.
El mejor modelo fue de tres componentes sensibles a la inhibicién con iso-OMPA:
e Un componente mas sensible que tiene una amplitud de 2,5-2,8 % de la actividad
enzimatica total y una sy para 30 min de 0,40-0,65 uM.
e Un componente de una amplitud de 12,2-15,8 % de la actividad total y una I5, de
65,47-130 puM para 30 min.

e Un componente mayoritario practicamente resistente con una proporcién de 81,3-
85,1 %.

El componente mas sensible a iso-OMPA seria el componente EPa que esta descrito con una
amplitud de 4-8%, el componente de sensibilidad intermedia seria el componente EPS vy el
componente resistente es la suma de los componentes EPB y EPy, cuyas amplitudes son 38-

41% y 39-48%, respectivamente.

6.7.2. Inhibicién con BW284C51.

Inhibicion a diferentes tiempos en PVasa total.

El BW284C51 es un inhibidor reversible considerado especifico de AChE.

No se detectd inhibicién de la actividad PVasa total, después de la incubacién durante 10 min
con BW284C51 50 pM y lo mismo ocurrid después de la incubacién durante 30 min y

tampoco inhibié con BW284C51 1000 uM, la maxima concentracién ensayada.
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Inhibicion del componente EPa+EPé.
El componente EPa tampoco se inhibié con BW284C51 50 uM ni a 10 ni a 30 min. El
BW284C51 no inhibe al componente EPa.

6.7.3. Inhibicidn con etopropazina

Inhibicion a diferentes tiempos en PVasa total.

La etopropazina es un inhibidor reversible considerado especifico de butirilcolinesterasa.

La inhibicién de la actividad PVasa total con etopropazina 100 uM fue 12,2% % a los 10 min y
12,8% a los 30 min Estos datos indican que no existe dependencia del tiempo y por lo tanto se

puede considerar una inhibicidn de tipo reversible.

Inhibicion del componente EPa+EPé.

La inhibicion del componente EPa con etopropazina 100 uM a dos tiempos diferentes, fue
15,1% a los 10 min y 14,4% a los 30 min por lo que mostré un comportamiento no
dependiente del tiempo y por lo tanto puede considerarse de tipo reversible. Ademas los
porcentajes de inhibicion del componente fueron muy similares a las encontradas en la
actividad total. De acuerdo con este comportamiento el componente EPa se puede tratar de
BuChE.

Inhibicion a tiempo fijo de PVasa total.
La actividad PVasa total se inhibié hasta un 45,3 % con etopropazina 524 uM, la maxima
concentracidn ensayada. Como se ha visto en el apartado anterior la inhibicidn de la actividad
PVasa con etopropazina es de tipo reversible de acuerdo con esto se han utilizado las
ecuaciones del modelo reversible descrito en el Anexo 1.
El mejor modelo fue el de dos componentes:

e Un componente sensible con una proporciéon del 46,5-46,9 % de la actividad total y con

una lso de 32,61-34,89 uM.

e Otro de una amplitud del 53,1-53,4% resistente a la inhibicion.

El componente mas sensible, con una amplitud de 46,5-46,9 %, corresponderia al componente
descrito como EPy (38-47%) y el componente resistente con un 53,1-53,4%, seria la suma del

resto de los componentes.
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6.7.4. Consideraciones a cerca de la actividad PVasa en fraccion de membrana de

cerebro

Mangas discrimind cuatro componentes enzimaticos en la fraccién de membrana de cerebro

de pollo:

EPa (2-8 %) es el componente mas sensible a la inhibicidn con paraoxon (ls, 30
min=15-43 nM) y también el mas sensible para mipafox (Isg 30 min=29 nM). Se reactiva
de forma espontdnea después de la inhibicidon con paraoxon.

EPB (35-40 %) es el segundo componente sensible a paraoxon (lso 30 min= 1540 nM),
pero es practicamente resistente a mipafox.

EPy (38-47 %) es sensible a concentraciones micromolares de mipafox (lsg 30 min=5.3-
6.6 UM) y es resistente a paraoxon.

EPS (9-15%) es practicamente resistente a todos los inhibidores ensayados.

En el presente trabajo hemos observado en la actividad PVasa que:

El iso-OMPA discrimina tres componentes enzimaticos, siendo dos de ellos en
proporciones muy similares a EPa y EPS establecidos por Mangas et al (2012, 2013) y
un tercer componente de amplitud 81-85% que interpretamos que responde a la suma
de los componentes EPB y EPy (con amplitudes de 38-41 y 39-48%, respectivamente).
El BW284C51 no inhibe la actividad PVasa de membrana.

La etopropazina diferencia dos componentes enzimaticos. El componente mas
sensible, con una amplitud de 46,5-46,9 %, que interpretamos que corresponderia al
componente descrito como EPy (38-47%) y el componente resistente con un 53,1-

53,4%, seria la suma del resto de los componentes.

El criterio que se ha utilizado para establecer la relacidon de los distintos componentes

obtenidos tras la inhibicion con los diferentes inhibidores es que los porcentajes de los

componentes deben conservarse sea cual sea el inhibidor utilizado (Tesis doctorales de

I.Mangas, 2014 y J. Estévez 2003). En la Tabla 6.8 discriminamos hasta cuatro componentes

gue se correlacionan bien con las proporciones obtenidas en los trabajos de Mangas et al

(2012, 2013), atendiendo a este criterio. Tres de los componentes de membrana se

discriminan mediante las curvas a tiempo fijo y el componente EPB, es deducido a partir de las

proporciones del resto de los componentes.
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6.8. COMPORTAMIENTO DE ACTIVIDAD HIDROLIZANTE DE
ACETILTIOCOLINA DE MEMBRANA DE CEREBRO CON INHIBIDORES.

En el apartado 6.6. se demostrd que hay inhibicién de la actividad ChE con PV. Se
estudiaron las interacciones de inhibidores tipicos de colinesterasas y de compuestos OPs.

Los resultados de estos estudios se resumen y comparan en las Tablas 6.9. y 6.10.

Tabla 6.9. Comparacion de los resultados de la Inhibicion a dos tiempos diferentes de la actividad
hidrolizante de acetiltiocolina, en fraccion de membrana de cerebro. Se muestran los valores de
inhibicion obtenidos para 10 o 30 min con los diferentes inhibidores. Los datos aqui comparados
corresponden a los resultados obtenidos en las Figuras 5.54, 5.57 y 5.58. Se indica el valor de %

inhibicién y DE de un experimento por triplicado.

Fraccion Inhibidor Inhib. 10 min % Inhib. 30 min Depend. tiempo
(%xDE) (%xDE)
Total BW284C51 1 pM 48,2+0,1 50,7+0,1 NO
iso-Ompa 0,5 uM 1,0+0,1 17,8+0,1 Sl
Etopropazina 150 uM 22,0+0,1 22,5+0,1 NO

Tabla 6.10. Interpretacidon Global de los distintos componentes enzimaticos de actividad hidrolizante
de acetiltiocolina detectados en fraccion de membrana de cerebro de pollo. La amplitud de cada
componente se expresa indicando el rango de valores teniendo en cuenta globalmente los valores
obtenidos con los diferentes inhibidores. Se muestran los valores de 150 (uM) obtenidos en dos

experimentos independientes.

Componentes CP1 CcP2 CcP3
Amplitud | (5-7%) (61-76%) (18-22%)

Inhibidor TIPO
iso-OMPA Irreversible 28,70 R 0,20
etopropazina  Reversible 74,7 R
BW284c51 Reversible R | 0,30/0,40 2,85/3,83
Paraoxon Irreversible 0,0122
Mipafox Irreversible 67,3/90,1
PMSF Irreversible R | 707 R
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6.8.1. Inhibicion a tiempo fijo con paraoxon.

La actividad hidrolizante de acetiltiocolina total se inhibié hasta un 97% con paraoxon 650

nM, la maxima concentracién ensayada.

Para el tratamiento de los datos se ha asumido que no hay reactivacién después de la
inhibicion (Estévez et al.,, 2012; Mangas et al., 2013). El mejor modelo fue el de dos

componentes enzimaticos distintos (Tabla 6.10.):

e Un componente mayoritario muy sensible a la inhibicién (96,1-96,8 % de amplitud)
con lsp de 12,26-13,64 nM.

e Un componente resistente de una amplitud del 3,1-3,8%.

Lotti y Johnson (1978) encontraron para AChE de cerebro de pollo un valor de Isy con
paraoxon de 10 nM. La sensibilidad observada del primer componente a este inhibidor es
muy parecida a la encontrada en la bibliografia con lo que podriamos suponer que se trata

de AChE. No se han encontrado este tipo de estudios en fraccion de membrana.

6.8.2. Inhibicién a tiempo fijo con mipafox

El mipafox es un compuesto organofosforado inductor de OPIDN (Davis et al, 1985). En los
experimentos de inhibicion a tiempo fijo en presencia de mipafox la actividad hidrolizante de
acetiltiocolina total se inhibid hasta un 97% con mipafox 900 nM, la maxima concentracion

ensayada.
El mejor modelo fue el de dos componentes enzimaticos distintos:

e Un componente mayoritario sensible a la inhibicidn (96,81-97,24 % de amplitud) con
Iso (30min) de 67,3-90,1 uM.

e Un segundo componente minoritario resistente (2.7-3.1 %).

Podemos considerar que toda la actividad colinesterasica se inhibe totalmente como un solo
componente sensible con |5, estimada de 67,29-90,11 uM. La I5o estimada por Lotti y Johnson
(1978) para AChE de cerebro de gallina con mipafox fue 41 uM, en los trabajos llevados a cabo

(B0 min) shtenida en este

en fraccion de membrana de cerebro de gallina adulta. El valor de Iso
trabajo se corresponde con valores bibliograficos encontrados para actividad AChE en cerebro
de pollo de acuerdo con esto se podria deducir que toda la actividad enzimatica podria

corresponder a actividad AChE.
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6.8.3. Inhibicién a tiempo fijo con PMSF

La actividad hidrolizante de acetiltiocolina total se inhibié hasta un 58% con PMSF 1500 uM,

la maxima concentracién ensayada. El mejor modelo fue el de dos componentes enzimaticos:

e Un componente sensible (61,5-62,0 %) con Isp(30 min) de 707-731 uM.

e Un componente resistente 37,9-38,4 %.

No se han encontrado publicaciones sobre inhibicién de ChE por PMSF realizados en fraccién

de membrana.

6.8.4. Inhibicion con BW284C51.

Inhibicion a diferentes tiempos en actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

Después de la incubacién durante 10 min con BW284C51 1 uM el porcentaje de inhibicion fue
48,2% y a 30 min 50,7%. Estos datos indican que no existe dependencia del tiempo lo que

sugiere que se trata de una inhibicidn de tipo reversible (Tabla 6.9.)

Inhibicion a tiempo fijo de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

La actividad hidrolizante de acetiltiocolina total se inhibid hasta un 93% con BW284C51 210

UM, la maxima concentracién ensayada.

Después de aplicar los modelos de ecuaciones reversibles desarrolladas en el Anexo 1, el mejor

modelo fue el de tres componentes enzimaticos:

e Un componente sensible a la inhibicién (71,3-75,0%) con Is, de 0,3-0,4 uM.
e Un componente con una sensibilidad intermedia (17,9-22,2%) con Is, entre 2,85-3,83
uM.

e Un componente resistente del 6,4-6,9%.

Mikalsen y colaboradores (1986) describieron que con 1 uM de BW284c51 se inhibe toda la
actividad colinesterasa en eritrocitos de bovino, se deduce que su Isqtiene un valor menor de
1uM.
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En fraccion particulada, el valor obtenido en este trabajo es mayor. Atack y colaboradores
(1989) describieron que las Iso en AChE con BW284c51 en eritrocitos y cortex humanos vy
anguila eléctrica fueron 18, 28 y 8 nM respectivamente, y también describieron que los
valores de Isqg en BUChE con BW284c51 en cortex y plasma humanos fueron 300 y 48 uM
respectivamente. Los datos obtenidos en este trabajo muestran que el componente mds
sensible se parece a los datos encontrados en la bibliografia de AChE. El segundo componente
de sensibilidad intermedia podria ser BUChE. Las diferencias entre este trabajo y Atack y
colaboradores (1989) pueden explicarse porque en este trabajo estudiamos un modelo animal

diferente.

6.8.5. Inhibicion con iso-OMPA

Inhibicidn a diferentes tiempos en actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

Después de la incubacion durante 10 min con Iso-OMPA 0,5 uM el porcentaje de inhibicion
fue 1% y después de la incubacidn durante 30 min 17,8% (Tabla 6.9.). Estos datos indican que

existe dependencia del tiempo y sugiere que se trata de una inhibicién de tipo irreversible.

Inhibicion a tiempo fijo de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

La actividad hidrolizante de acetiltiocolina total se inhibié hasta un 25% con iso-OMPA 900

KM, la maxima concentracién ensayada.

Después de aplicar los modelos de ecuaciones para inhibidores irreversibles el mejor modelo

fue el de tres componentes enzimaticos distintos:

® El componente mds sensible (18,3%) con sy de 0.20 uM.
e Un componente de sensibilidad intermedia (5,5%) con Isq de 28.7 pM.

e Un tercer componente resistente mayoritario (76,1%).

Atack y colaboradores (1989) describieron que las Iy en BuChE con iso-OMPA en cortex y
plasma humanos fueron 6.7 y 1 uM respectivamente, valores del orden a la |5, obtenida en
este trabajo para el componente mas sensible considerando que el modelo animal de este
trabajo es pollo. También describieron valores de Is; en AChE con iso-OMPA en eritrocitos y
cortex humanos y anguila eléctrica. Estos valores fueron 340, 180 y >1000 uM
respectivamente, similares a la lso obtenida en el segundo componente enzimatico sensible del
presente trabajo. De acuerdo a las l5(30 min) encontradas en la bibliografia, se podria
interpretar que el componente mas sensible a iso-OMPA de fraccidn particulada de cerebro de

pollo se trata de actividad BuChE, y que el componente resistente sea actividad AChE.
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6.8.6. Inhibicion con etopropazina.

Inhibicion a diferentes tiempos en actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

La actividad hidrolizante de acetiltiocolina total se inhibié un 22% tras la incubacién 10 min
con etopropazina 150 uM y después de la incubacion durante 30 min, se inhibié un 22,5%.
Estos datos indican que no existe dependencia del tiempo lo que sugiere una inhibicién de tipo

reversible.

Inhibicion a tiempo fijo de actividad hidrolizante de acetiltiocolina total.

La actividad hidrolizante de acetiltiocolina total se inhibié hasta un 59% con etopropazina

524 uM, la maxima concentracién ensayada.

Después de aplicar los modelos de ecuaciones para inhibidores reversibles el mejor modelo

fue el de dos componentes enzimaticos distintos:

e Un componente sensible (82,3-83,0 %) con Isy estimada de 74,7 uM.

® Y otro practicamente resistente que corresponderia al 16,9-17,6 % restante.

Atack y colaboradores (1989) describieron unas ls, en BUChE con etopropazina en cértex y
plasma humanos de 0.21 y 0.3 uM respectivamente, y valores de Isqg en AChE con etopropazina
en eritrocitos y cortex humanos y anguila eléctrica de 260, 210 y 120 uM respectivamente. De
acuerdo a las Isq encontradas en la bibliografia, el componente sensible a etopropazina de

fraccion particulada de cerebro de pollo podria corresponder a actividad AChE.

6.8.7. Consideraciones a cerca de la actividad hidrolizante de acetiltiocolina en fraccién

de membrana de cerebro

Analizando globalmente los datos se ha interpretado que al menos hay tres componentes de

actividad hidrolizante de acetiltiocolina en membranas (Tabla 6.10):

e  CP1 (5-7%). Es sensible a iso-OMPA (lso 30 min= 28,7 uM) y resistente a PMSF y
BW284C51.

o CP2 (61-76%). Es muy sensible a BW284C51 (lsq 30 min = 0,3 uM), poco sensible
a PMSF (Isp 30 min = 707 uM) y resistente a iso-OMPA.

e  CP3 (18-22%). Es resistente a PMSF y etopropazina, de sensibilidad intermedia a
BW284C51 (lsp 30 min = 2,85 uM) y sensible a iso-OMPA (Iso 30 min = 0,2 uM).
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Otras consideraciones:

Con mipafox y paraoxon las curvas de inhibicién se comportan como un solo
componente asi que en las condiciones de ensayo, no se han podido
discriminar componentes de diferente sensibilidad.

Con la inhibicién de iso-OMPA (considerado inhibidor especifico de BuChE) se
ha podido distinguir 3 componentes: CP3 cuya lsq 0,20 uM es del orden de la
descrita por Atack et al (1989) para este compuesto con BUChEk (6,7 y 1 uM),
CP2 que es resistente al iso-OMPA como corresponde a la AChE y CP3 cuya Isq
de 28,70 uM no corresponde a ningun valor encontrado en la bibliografia.

Con etopropazina se distinguen dos componentes, uno resistente y otro poco
sensible (l5o 74,7 uM).

El BW248C51 diferencia tres componentes: un componente mayoritario muy
sensible (Isg 0,3-0,4 uM), un segundo componente de menor sensibilidad (lsg

2,85-3,83 uM) y amplitud y un tercer componente minoritario resistente.

Propuesta de condiciones de ensayo para la discriminacidn de los componentes de actividad

colinesterasa de membrana.

Se propone un ensayo basado en el uso de las siguientes condiciones, estas concentraciones

corresponden a las concentraciones que inhibirian el 99 % de cada componente (lgg

30 min):

(A) Actividad total
(B) Actividad resistente a iso-OMPA 191 uM
(C) Actividad resistente a iso-OMPA 1,5 uM

La actividad de cada componente se estimaria por:

e (CP2=B
e (CP3= A-C
e (CP1=C-B
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Figura 6.3. Ensayo de discriminacion de los diferentes componentes en fraccion de membrana de
cerebro de pollo, utilizando iso-OMPA.
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6.9. CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES GLOBALES DE LA RELACION ENTRE
ACTIVIDADES PVasa y ChE EN FRACCION DE MEMBRANAS DE CEREBRO.

De los cuatro componentes de la actividad PVasa, sélo EPa interacciona con el sustrato
acetiltiocolina, el resto de componentes no lo hacen. En cambio la actividad ChE si
interacciona con el sustrato PV, excepto la actividad resistente a paraoxon 25 uM que a esa

concentracion esta inhibida.

Se han detectado cuatro componentes en actividad PVasa con iso-Ompa, BW284C51 vy
etopropazina, tres de ellos se discriminan mediante las curvas a tiempo fijo y el cuarto es

deducido a partir de las proporciones del resto de componentes.

De acuerdo con las interacciones con BW284C51 e iso-OMPA con el componente EPa de la
actividad PVasa, no se inhibe con BW284C51 y si con iso-OMPA, este componente podria ser o
tener actividad butirilcolinesterasa, con etopropazina no hay inhibicidon pero como es
reversible podria estar dependiendo de la naturaleza del sustrato. Sin embargo esta
interpretacién debe ser considerada con cuidado ya que el iso-Ompa y la etopropazina pueden

inhibir otras actividades a parte de la hidrolizante de acetiltiocolina.

En actividad ChE se han detectado tres componentes (CP1, CP2 y CP3) de propiedades
diferentes utilizando iso-Ompa, BW284C51, etopropazina, paraoxon, mipafox y PMSF.

El componente de la actividad PVasa EP& no forma parte de los componentes de la actividad
ChE porque sus caracteristicas (solo es sensible al iso-OMPA) no se encuentran en CP1, CP2 ni
CP3.

EPPB es resistente a mipafox pero CP1, CP2 y CP3 son sensibles a este inhibidor, y el mismo
criterio puede usarse con EPy y el paraoxon; por lo tanto EPB, EPy y EPS no tienen actividad
ChE. CP2 muestra la mayoria de actividad ChE en membrana se comporta de forma similar a lo
establecido para la AChE de mamiferos.

Parece existir correlacidon entre la actividad PVasa EPa y la actividad ChE CP3 ambos son
sensibles a mipafox, paraoxon e iso-OMPA vy resistentes a etopropazina y PMSF, la Unica
diferencia entre ellos es la sensibilidad a BW284C51 ya que EPa es resistente y CP1 muestra
una sensibilidad intermedia, aunque dado el caracter reversible del BW284C51 su

comportamiento puede variar en funcion del sustrato con el que esté compitiendo.

Los datos obtenidos en este trabajo con BW284c51, etopropazina e iso-OMPA sugieren que no

podemos utilizarlos para diferenciar entre AChE y BUChE en cerebro de pollo.
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Actividad PVasa

2-8% actividad PVasa total
Act. resistente 1000 pM PMSF

paraoxon PMSF paraoxon :|(+++)
mipafox (++)  Bw2sacsi |g EPot = CP3 isoompA

t .
0. OMPA etopropazina minafor OMSF
BW284C51:|(++) etopropazina R

18-22% actividad ChE total

Inhicién por acetilcolina

EPB 35-40% CPZ 61-76%

Act. resistente 50 pM mipafox

paraoxon....(++) paraoxon
PMSF...(+) Bw2sacs1| ()
iso-OMPA
BW284C51 5
etopropazina mipafox...(++)
mipafox
Nointeracciona con acetilcolina PMSF
etopropazina | (+)
EP 38-47%
V Act. resistente 25 pM paraoxon is0-OMPA....R
PMSF (++)
etopropazina
mipafox...(+)
iso-OMPA
BW284C51 | R
paraoxon

Nointeracciona con acetilcolina

- CP1 s PMSF

EPS 915% B v BW284cs1 | R

paraoxon
Act. resistente BW284C51 paraoxon...(+++) S—
25 pM mipafox paraoxon o
+600 pM PMSF mipafox EC'JPS I\%A (+4)

PMSF

INo interacciona con acetilcolina is0-OMPA...(++)

Figura.6.4 Componentes de actividades hidrolizantes de fenilvalerato (PVasa) y de acetiltiocolina (ChE)
de membrana de cerebro. Se muestran los distintos componentes de las actividades PVasa y ChE, con
sus amplitudes (%) y sensibilidades a los inhibidores: (+++) muy sensible, (++) sensibilidad intermedia, (+)
baja sensibilidad y (R) resistente.
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Se ha desarrollado un método modificado a partir del método cinético de Ellman para

medir la actividad hidrolizante de acetilcolina. Este método permite procesar un gran

nimero de muestras en ensayos cinéticos complejos, disminuyendo el tiempo de

ensayo y eliminando la interaccion del DTNB con las proteinas en el tiempo de

reaccién enzima-sustrato. El método ha sido utilizado en este trabajo.

Se ha elaborado un modelo matematico para el andlisis de inhibidores reversibles en

mezclas de varias enzimas. Permite estimar los valores de |sq y diferenciar el nimero

de componentes y su amplitud o porcentaje.

En fraccidén soluble de cerebro se ha concluido que:

v

<\

<\

La acetiltiocolina interacciona con los componentes de actividad PVasa Ea vy
Ey, de manera no competitiva y competitiva, respectivamente.

La actividad PVasa total se inhibe con el sustrato acetil-B-metiltiocolina.

El componente de actividad PVasa Eaq, interacciona de forma irreversible con
iso-OMPA con una ls, de 22,1-36,7 uM y de manera reversible con la
etopropazina con una lIs; de 0,001-0,0047. EI BW284C51 no inhibe al
componente Ea.

El componente de actividad PVasa Ey, interacciona de forma irreversible con
iso-OMPA con una |5 de 0,1-0,2 uM; con etopropazina de forma irreversible
con una lspde 3,47-7,06 uM y con BW284C51 de forma irreversible con una Iso
de 43,9-69,3 uM. En actividad PVasa con etopropazina, BW284C51 e iso-
OMPA, discriminamos hasta tres componentes que se correlacionan bien con
las proporciones de los componentes Ea, EB y Ey obtenidos por Mangas et al
(2012).

El PV interacciona con la actividad colinesterasa total.

En la actividad colinesterasa de fraccidn soluble de cerebro no se ha observado
saturacion por sustrato.

La actividad colinesterasa se inhibe de forma reversible con BW284C51 y con
etopropazina y de manera irreversible con el iso-OMPA.

En la actividad colinesterasa se han detectado y discriminado 4 componentes
(CS1, CS2, CS3 Y CS4) utilizando iso-OMPA, BW284C51, etopropazina, mipafox,
paraoxony PMSF.

Se puede establecer correlacion entre el componente de actividad PVasa Ea y
el componente de la actividad colinesterasa CS1 y puede corresponder a una
actividad butirilcolinesterasa.

Por el contrario CS2, CS3 Y CS4 no se correlacionan con los componentes de la
actividad PVasa EP ni Ey.
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\

v" Se ha propuesto un ensayo simple a tiempo fijo, utilizando el iso-OMPA vy el
PMSF para discriminar los componentes de actividad colinesterasa en

preparaciones complejas de fraccién soluble.

En fraccion de membrana de cerebro:

La acetiltiocolina interacciona con el componente de actividad PVasa EPaq,
aparentemente de manera no competitiva.

El componente de actividad PVasa EPa, se inhibe de forma reversible con
etopropazina. El BW284C51 no inhibe al componente EPa. No se dispone de datos
suficientes para confirmar la reversibilidad de EPa con el iso-OMPA.

La actividad PVasa total es inhibida de manera reversible por etopropazina e iso-
OMPA, el BW284C51 no inhibe.

En actividad PVasa con las interacciones con etopropazina, BW284C51 e iso-OMPA,
discriminamos cuatro componentes que a su vez se correlacionan bien con las
proporciones obtenidas en los trabajos de Mangas et al (2012, 2013).

El PV interacciona con la actividad colinesterasa.

La actividad colinesterasa se inhibe de forma reversible con BW284C51 y con
etopropazina y de manera irreversible con el iso-OMPA.

En la actividad colinesterasa se han detectado y discriminado tres componentes (CP1,
CP2 y CP3) utilizando iso-OMPA, BW284C51, etopropazina, mipafox, paraoxon y PMSF.
Se puede establecer correlacion entre el componente de actividad PVasa EPa y la el
componente de actividad colinesterasa CP3.

Por el contrario no se deduce relacién entre los otros componentes de la actividad
PVasay colinesterasa.

Se ha propuesto un ensayo simple a tiempo fijo, utilizando el iso-OMPA para
discriminar los componentes de actividad colinesterasa en preparaciones complejas de
fraccién de membrana.

La actividad PVasa que parece contener actividad hidrolizante de acetilcolina no tiene
las propiedades tipicas de las colinesterasas de mamiferos.

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que no se pueden utilizar BW284C51,
etopropazina e iso-OMPA para diferenciar entre AChE y BUChE en cerebro de pollo.
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ANEXO

MODELOS DE INHIBICION REVERSIBLE MICHAELIANA PARA SISTEMAS MULTIENZIMATICOS.

Mecanismo de inhibicion reversible competitiva

La reaccién de Michaelis-Menten esta definida como sigue:

k1 k2
E+ S=< N > ES >E+ P
-1

Donde kj, k; y k4, son las constantes cinéticas individuales de cada reaccién del proceso.

El esquema de la reaccién que se da en un proceso de inhibicidn reversible competitivo es:

ks

E+| &— EIl

k-3

Siendo E la enzima libre, | el inhibidor, El la enzima inhibida, ks y k.3 las constantes cinéticas.
Partimos de las siguientes ecuaciones: velocidad de la reaccion (Ec.1), constante de Michaelis
(Ec. 2), constante de inhibicion (Ec. 3) y balance de masas (Ec. 4):

dpP S

=k BS = k. By s [Ec. 1]
Ky = % [Ec. 2]
K = = [Ec. 3]
E, = E+ ES+EI [Ec. 4]

Donde Eges la concencentracion de enzima total, E la concentracion de enzima libre, ES la
concentracién de enzima unida al sustrato y El la concentracién de enzima
inhibida.Despejando ES y El de las ecuaciones 2 y 3 obtenemos:

ES = ES [Ec.5]
Km
E.I

El = ?[ [Ec. 6]
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A continuacidn sustituimos los términos de ES y El en la ecuacién 4:

E.S E.l S |
EO—E+K—+K——E.(1+ ai‘ K_I) [Ec. 7]

M I

Despejamos E:

E= b
S [
(1+ m+ E)

Sustituimos E en la ecuacién 5:

Eo

—=.S
ES — (1+%+KLI) _ Eg .S [Ec. 8]
Km (1+ %+ KLI) Km '

Y ahora sustituimos la ecuacién 8 en la ecuacién 1:

[Ec. 15]

Siendo la Ecuacién 9 la ecuacion de velocidad en presencia de un inhibidor reversible
competitivo. Esta ecuacidn la podemos reordenar:

dp

S
E— kz.E

0 1)
Km+ S+ Km -
(M MK

[Ec. 10]

Introducimos el término (S+Ky /S+Ky) en la ecuacion 10:

dpP S+ Ky S S S+ Ky

-_— = kz.Eo. . = kz.Eo. .
dt S+ Ku [ S+ Ky I
(KM+ S+ KM'KI) (KM+ S+KM'KI)

Donde k,. Ej .

Srk &S la velocidad de reaccidn en ausencia de inhibidor (Ec. 1).
M

Inhibicion competitiva en sistema multienzimatico

En un sistema de varios componentes enzimaticos la Actividad total cuando no hay inhibidor
(Act) esta definida como:

Act = Actl + Act2 + --- 4+ Actn
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Donde: Act 1 = ki;.Elg.——
M
S
Act2 = k22. E20-5+K2
M
S
Actn = Kkn,.En,. STkn
M

ANEXO

Siendo Act 1 la actividad del componente 1, Act 2 la actividad del componente 2 y Act n, la

actividad del componente n.

Por tanto la actividad total seria:

S
% Act = klz. Elo.r + k22.

E2p.———— + - + kn,.
Kiy 0S¥ K2y 2

Eng.—
'S 4+ Kny
Podemos expresar el % de Act del componente 1 respecto al total como:

S
kz Elom .

% Act1l = .100 [Ec.11]

S S S
k12 Elom"‘ k22 EZOW‘F ...+kn2 .Eno.m

En un sistema de varios componentes enzimaticos la Actividad total en presencia de un
inhibidor (Act’) esta definida como:

Act” = Act’'l + Act’2 + --- + Act'n

S

Donde: Act’ 1 = klz Elom
M Mg,

S

Act’ 2 = k2,. 1320.(—I
K2M+S+K2MK—ZI)

S

Act'n = kny.Eng.————~
(KnM+S+KnMK_nI)

Siendo Act’ 1 la actividad del componente 1 en presencia del inhibidor, Act” 2 la actividad del

componente 2 en presencia del inhibidor y Act’ n, la actividad del componente n en presencia

del inhibidor.
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Podemos expresar el % de actividad del componente 1 (E1) en presencia del inhibidor
respecto de la actividad total, en ausencia del inhibidor como:

S S+ K1
kz .Elo. . M
S+ Kly (K1y+ s+ KlM.%)
, I
% Act1’ = 5 s s— 100 [Ec.12]
klz Elom + k22 E20m+ .t knz .Eno.m
% Act 1’
S
- S S S ' ' [
klz . Elom + k22 E20m+ ot knz .Eno.m (KlM + S+ KlMK_ll)

= % Act 1. Ak

(K1M+ S+K1M.KL11)
Siendo % Act definida como Ecuacion 11.

Para un sistema de varios componentes enzimaticos, el % de Actividad total (%Act *) en
presencia del inhibidor, respecto a la actividad total en ausencia de inhibidor seria:

S +K1 S + K2
i —+ % Act 2. M

(K1M + S+ K1MK—1I) (KZM + S+ K2y KLZI)
S + Kny

% Act’ = % Act 1.

+ 9% Actn.

(Kny + S+ Kny KLHI)

1 1
% Act” = % Act. 1. i + % Act. 2. i + -
Kiy+ S+ KlMK—1I K2y + S+ KZMK—21
S+ Kly S+ K2y
1
+ % Act.n. I
KnM + S+ KnMK_nI
S+ KnM
% Act’ = % Act. 1 .—z—r + % Act.2.——+ -+ % Act.n.—o—r  [Ec. 13]
1 S+K1pK1p S+Kzp K2p S+Knp; Kng
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Kiym
S+K1ipy

lo que la Ec. 13 podria escribirse como:

o 1 L
El término ( 'H) es una constante que depende de la concentracion de sustrato, por
I

1
1+N.I

%Act'=%Actl.ﬁ+%Act2.ﬁ+---+%Act’n. [Ec. 14]

La Iso de cada componente estd determinada como sigue. Para el componente 1 el % Act seria:

1

%Act” = %Act Al

Para la concentracién de inhibidor que inhibe el 50% de actividad:
50 = 100 —

1+Alg,

Despejando la Isp :
50.(1 + A.Is) =100

100.A.15, = 100

1

Icq =
50 = 7

Si sustituimos en la ecuacion 14:

%Act =% Act] ——+ % Act2 ——+ ....+n [Ec. 15]

+1150 1+1250
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Inhibidor reversible no competitivo.
El esquema de un proceso de inhibicidn reversible no competitivo es:

ks

ES +1 —— ESI
ks

Siendo ES, el complejo enzima-sustrato, | el inhibidor libre, ESI el complejo enzima-sustrato-
inhibidor , ks y k. las constantes cinéticas.

Partimos, por lo tanto de las siguientes ecuaciones,

dP

E =k,-ES [Ec. 16] Ecuacidn de velocidad de la reaccidn
E-S . .

K,\,I = E_S [Ec. 17] Constante de Michaelis-Menten
ES:-I 1™ mer

K, =—— [Ec. 18] Constante de inhibicion
ESI

E, =E+ES+ESI [Ec. 19] Balance de masas

Donde E; es la concentracidon de enzima total, E la concentracion de enzima libre, ES la
concentracién de enzima unida al sustrato y ESI la concentracién del complejo enzima unida al

sustrato e inhibidor.

Despejando ES de la ecuacién 22 y ESI de la ecuacién 23, obtenemos:

ES |

E.S ES.I :
ES = —= [Ec. 20] ESI = —— = XM [Ec. 21]
Km Ki Ki
Sustituimos ambos términos en la ecuacién 19:
Es ES, s ol
EO:E+(;)+<KL>:E<1+—+KL> [Ec. 22]
Km K Km K
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Despejamos E de la ecuacion 22:

E
—051 [Ec. 23]
s RM'
1*(@)*(?)

Sustituimos E en la ecuacion 20:

E =

I\ <7 |- S
s . Kym
14—t
K K S
ES=—" 1= E, ——= [Ec. 24]
Km KM+S+K—'I

Sustituimos la ecuacion 24 en la ecuacidn 16, obteniendo asi la ecuacidon de velocidad en

presencia de un inhibidor reversible no competitivo:

dP S
prl kz. E, '—Km+ S+?(_f [Ec. 25]
Introducimos el término S:Eﬁ en la ecuacién 25:
dpP S + Ky S S S+ Ky
) RO O M Ky +S+ T
I I

S
Donde k,.E,. oKL &S la velocidad de reaccién en ausencia de inhibidor (Ecuacion 16)
M

En un sistema de varios componentes enzimaticos la Actividad total en ausencia de inhibidor
(Act) esta definida como:

Act = Actl + Act2 + --- 4+ Actn

S

Donde: Act 1 = klZ'Elo's+K1
M

S
Act 2 = k22 EZOS-I—T
M

S

Actn = kn,.En,. STRe
M
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Siendo Act 1 la actividad del componente 1, Act 2 la actividad del componente 2y Act n, la
actividad del componente n.

Por tanto la actividad total seria:

S

S
k2,.E2y. ————
K1M+ 2 g

oo + kno.
KZM+ + kn,

Eny.———
S + Kny
Podemos expresar el % de Act del componente 1 respecto al total como:

S
kz Elom .

% Actl =

. L — .100 [Ec. 26]
k12 .Elo.m‘l‘ kZZ .EZO.m'{' ...+k1'12 .El’lo.m

En un sistema de varios componentes enzimaticos la Actividad total en presencia de un
inhibidor (Act’) esta definida como:

Act” = Act’'l + Act’2 + --- + Act'n

S

Donde: Act' 1 = klz Elom
M en

S

Act’ 2 = k2,. Ezo.<—I
K2M+S+K2MK—21)

S

ACt, n= knz. Eno. 7K
(KnM+S+KnMK_nI)

Siendo Act’ 1 la actividad del componente 1 en presencia del inhibidor, Act” 2 la actividad del
componente 2 en presencia del inhibidor y Act’ n, la actividad del componente n en presencia
del inhibidor.

Podemos expresar el % de Actividad del componente 1 (E1) en presencia de un inhibidor
(%Act” ) respecto de la actividad total en ausencia del inhibidor como (%Act ):

O%Act’.1 = .100 [Ec. 27]

(klz.E10.%)+(K22.E20.ﬁ)+-~+n
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En un sistema de varios componentes enzimaticos, el % de la actividad total en presencia de
un inhibidor, respecto a la actividad total en ausencia de inhibidor seria:

S+Kim S+K2pm

%ACt’ = % Actl . ——M 4 0 Act2 . ——M_ 4 ... [Ec. 28]
K M+S+K—1I K2M+S+K_ZI
S + Kny
+% Actn. ST
Kny + S + Kn;
Si seguimos operando, al final obtenemos:
i 1
% Act" = % Act 1. + % Act 2. + .-
1t e 1t e
Kiy +5S KI, K2y + S K2,
1
0
+ % Actn. S I

1

+KnM+S "Kng

1 .,
.—— es una constante que depende de la concentracion de sustrato, por lo
Kipy+S Kig

gue podemos reescribir la ecuacién anterior:

El término

1

NI [Ec. 29]

%Act'=%Act1.ﬁ+%Act2.ﬁ+ ..+ %Actn.

La Isq de cada componente estd determinada como sigue.

Para el componente 1 el % Act seria:

1

%Act” = %Act AT

Para la concentracién de inhibidor que inhibe el 50% de actividad:
50 = 100 —

Despejando la Isp :
50.(1 +A.Isy) =100

100.A.15, = 100

o 1
50 =100 . despejando la Isg

1+Alg,

lgo = K' si sustituimos en la ecuacion 29:
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% Act = % Act1.——+ % Act2.—+ ..+ % Actn.— [Ec.30]
I15g 1259 Ingg

Consideraciones de las ecuaciones deducidas:

Estas ecuaciones no nos permitirian discriminar entre inhibicién competitiva o no competitiva
ya que considerando los dos tipos de inhibicién se deduce la misma ecuacidn. Sin embargo es
de utilidad a la hora de poder calcular nimero de componentes, sus amplitudes e Is; de un
inhibidor reversible.
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