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RESUMEN

RESUMEN

Algunos compuestos organofosforados son sustancias activas de numerosos productos
insecticidas y biocidas donde la diana principal de estos compuestos es la acetilcolinesterasa
(AChE). ElI demeton-S-metil (DSM) es un compuesto organofosforado (OP) considerado como un
buen sustituto para estudiar la exposicion dérmica de otros OP como el gas VX, sin embargo, ha
presentado dificultades en la interpretacidn de su interaccion con AChE.

Este trabajo caracteriza cinéticamente la interaccidn del compuesto DSM con acetilcolinesterasa
humana recombinante (hAChE), aportando informacién sobre las reacciones de inhibicidn,
reactivacién espontanea y envejecimiento y planteando las posibles causas que impedian explicar

su interaccién, asi como explicar las observaciones realizadas en la literatura.

Palabras clave: demeton-S-metil (DSM), acetilcolinesterasa (AChE).

ABSTRACT

Some organophosphorous compounds are active substances of numerous insecticide and biocidal
products where the main target of this compounds is acetylcholinesterase (AChE). Demethon-S-
methyl (DSM) is an organophosphate compound (OP) considered a good substitute for studing the
dermal exposure of other OP like VX gas, however, has presented difficulties in interpreting its
interaction with AChE.

This work characterizes kinetically the interaction of the DSM compound with recombinant human
acetylcholinesterase (hAChE), providing information on inhibition, spontaneous reactivation and

aging reactions, also explaining the observations made in the literature.

Key words: Demethon-S-methyl (DSM), acetylcholinesterase (AChE)
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Los compuestos organofosforados inhibidores de esterasas

1.1.1. Caracteristicas quimicas

Los compuestos organofosforados (OPs) forman un amplio grupo de sustancias de sintesis:
amidas, ésteres y derivados tidlicos del acido fosférico o fosfénico. La estructura quimica general
de los OPs inhibidores de esterasas (Figura 1.1) estd compuesta por un atomo central de fosforo
(P) y un enlace fosfdérico (P=0) o tiofosférico (P=S). El simbolo X corresponde con el grupo saliente,
el cual es sustituido (por sustitucion nucleofilica) por el oxigeno del residuo en el sitio activo de la

proteina diana que inhibe.

O ( S ) Figura 1.1. Estructura quimica

general de los compuestos
organofosforados. R1y R2 son

1 \ normalmente grupos arilo o alquilo
P — X simples. El grupo X es el lamado

“grupo saliente” y puede tener una

/ gran variedad de naturalezas
quimicas.

A lo largo de la historia, los OPs se han empleado para muchos propédsitos, destacando su uso
como plaguicidas y armas quimicas. Son una de las clases de insecticidas mas utilizadas
actualmente y su importancia probablemente continte, pues son efectivos y de bajo costo (Casida
y Durkin., 2013). Sin embargo, se ha visto que los OPs pueden afectar a humanos, causando
multiples desordenes neurotodxicos. En la Tabla 1.1 se describe la toxicidad de organofosforados y
se relaciona con la inhibicidn de las esterasas. La accidn téxica de los OPs se puede resumir en:

¢ Inhibicién de AChE del sistema nervioso produciendo efectos tdxicos inmediatos.

¢ Inhibicién de la esterasa diana de neuropatia (NTE) causando efectos neurotéxicos retardados.
Su inhibicidon y posterior envejecimiento produce la neuropatia retardada inducida por OPs
(OPIDN) (Johnson, 1969b, Johnson, 1982).

e Otros efectos sobre drganos como pulmén, higado, rifién, médula dsea, sistema inmunitario,

etc., por mecanismos no muy bien conocidos
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Tabla 1.1. Toxicidad de organofosforados relacionada con la inhibicidn de las esterasas.

Efectos Sintomas clinicos Aparicion Proteina implicada
sintomatologia

Colinérgicos Muscarinicos: broncoconstriccion, Inmediata Acetilcolinesterasa
vomitos.
Nicotinicos: fatiga, temblor, debilidad
muscular.
Derivados de NSC: ansiedad, depresion
respiratoria, confusion.

Sindrome Afeccion muscular: parada respiratoria,  24-96h Hiperestimulacién de

intermedio debilidad muscular (cuello y receptores
extremidades). nicotinicos

Neurotoxicidad Afeccidon motora: debilidad muscular, 2-3 semanas NTE

retardada paralisis flacida (zona distal

extremidades inferiores).

1.1.2. Efectos colinérgicos agudos.

La intoxicacion aguda por OPs se atribuye a un aumento de la acetilcolina endégena como
consecuencia de la inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE) y la sobreestimulaciéon consecuente
de las funciones colinérgicas tanto en el sistema nervioso como en los drganos efectores. Como
consecuencia de la inhibicion de la AChE se observa un cuadro clinico caracteristico de intoxicacion
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

acumulacidn de la acetilcolina en los espacios sindpticos de las uniones neuromusculares.
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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, broncoconstriccidon, hipotensidn,
incremento de la movilidad gastrointestinal,
calambres intestinales e hipersalivacion.

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

Ambos Temblores, pérdida de coordinacidn del
movimiento, depresidn de la respiracion, coma,
muerte.

1.1.3. Reacciones de interaccidon con esterasas

El lugar bioquimico del mecanismo molecular de los efectos biolégicos de un OP generalmente
implica el grupo hidroxilo de proteinas y tiene como consecuencia la inhibicion de esterasas
mediante fosforilacidn. Este mecanismo es comun en todas ellas y se muestra en la Figura 1.2 y se

pueden distinguir las siguientes reacciones:

0 0
I 1 Il
Enzima—OH+X-P—(OR)2 —— Enzima-OH -—X- P—(OR):
A Figura 1.2. Mecanismo
2 general de esterasas por

organofosforados (OPs).
! 0

i Il
""""""""""""""""""""""""""""""" - Enzima- O—-P —(OR):

(o]
Il

Enzima—-0-P-OR
|

0

Cuando se ha formado el complejo de tipo michaeliano entre la enzima y el OP (1), se fosforila un
residuo de serina de la enzima perdiéndose el grupo saliente X (2). A partir de aqui pueden darse
dos vias: la de reactivacion (3), en la que la enzima se recupera, o una reaccion de envejecimiento
(4), en la que se rompe el enlace R-O-P perdiéndose el grupo Ry formandose un residuo fosférico
con una carga negativa, (Johnson, 1975). La reaccion 3 puede ser una reactivacion espontanea o

inducida por reactivos nucleofilicos.
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1.1.4. Dianas moleculares no identificadas

Algunos de los efectos tdxicos ocurren debido a la interaccion de los OPs con dianas moleculares
definidas (crisis colinérgica, neuropatia retardada inducida por organofosforados (OPIDN) vy
sindrome intermedio), pero se ha visto que existen otros efectos debidos a la interaccidn con
dianas moleculares no identificadas hasta la fecha, cuyos mecanismos no se conocen con claridad
(efectos neuropsicoldgicos crénicos, potenciacion de OPIDN, toxicidad cognitiva a largo plazo, etc.)
(COT 1999; Jamal et al. 2002; Lockridge and Schopfer 2006; Terry 2012; McDaniel and Moser
2004).

1.2. Carboxilesterasas

1.2.1. Tipos de carboxilesterasas

Las enzimas carboxilesterasas (CbEs) pertenecen al grupo de las esterasas encargadas de catalizar
reacciones de hidrolisis de esteres carboxilicos. Hay varios tipos de enzimas CbEs, y Aldridge (1953)
las clasifico en funcidn de su interaccidn con los compuestos OPs:

¢ A-esterasas: hidrolizan esteres carboxilicos y OPs sin ser inhibidos por estos.

¢ B-esterasas: hidrolizan esteres carboxilicos y son inhibidas por OPs irreversiblemente.

e C-esterasas: aquellas que no tienen ningun tipo de interaccién con OPs.

Las CbEs de tipo B, catalizan la hidrdlisis de compuestos acilo esteres mediante un ataque
nucleofilico del grupo -OH de la serina o tirosina formandose un enlace que es hidrolizado por
agua. Esta reaccidn se completa con la consecuente hidrélisis del grupo acetilo y recuperacién de
la enzima la cual estard disponible para iniciar de nuevo el ciclo catalitico (Aldridge y Reiner, 1972;

WHO, 19864a; Ballantyne y Mars, 1992). En este grupo entrarian las colinesterasas.
1.2.2. Colinesterasas

Las colinesterasas son enzimas serinhidrolasas, una familia de esterasas tipo de las B-esterasas.
Contienen un resto de serina en el sitio activo e hidrolizan esteres de colina, tales como
acetilcolina, butirilcolina, succinilcolina, etc. Sin embargo, el principal sustrato es el
neurotransmisor acetilcolina, ya que se concentran mayoritariamente en las sefiales colinérgicas
del cerebro y en las uniones neuromusculares. Existen dos tipos diferentes de colinesterasas en
vertebrados, la acetilcolinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) y la butirilcolinesterasa (BuChE), también
llamada pseudocolinesterasa, colinesterasa plasmatica o colinesterasa de suero (EC 3.1.1.8). Se
diferencian por su especificidad de sustrato (Kovarik et al., 2003). Mientras que se ha demostrado
que la AChE desempefia una funcidon de terminaciéon de la neurotransmisién colinérgica en la
hendidura sinaptica y neuromuscular, no se conoce bien el papel fisiolégico que desempefia la

BuChE. Algunos datos sugieren que la BUChE participa en procesos de detoxificacidn, su ausencia o

4
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bajos niveles en determinados individuos, aparentemente no supone consecuencias (Lockridge, O.
et al, 2005). La estructura de ambas enzimas se representa en las Figuras 1.3. y 1.4.

La AChE es predominante en musculo y sistema nervioso, adicionalmente a su funciéon colinérgica
convencional, la AChE participa en procesos de desarrollo y su secuencia contiene un dominio que
se presenta en proteinas de adhesién celular como la glutactina, la neurotactina, la gliotactina y
las neuroliginas (Sanchez, G., Salceda, R., 2008). Cambios en su concentracion o propiedades se
presentan en algunas neuropatologias como el Alzheimer, Parkinson y miastenia gravis (Silman, I.,
1987).

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 andlogos tiocolina de los tres

compuestos (Repetto, M., 1995).

Figura 1.3. Estructura tridimensional de Figura 1.4. Estructura tridimensional
la acetilcolinesterasa humana. de la butirilcolinesterasa humana.
Imagen obtenida de Protein Data Base Imagen obtenida de Protein Data Base
(http://www.rcsb.org/) (http://www.rcsb.org/)
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2. ANTECEDENTES

2.1 Estudio cinético de la inhibicidn de colinesterasas humanas por demeton-

S-metil.

El insecticida organofosforado, demeton-S-metil (DSM), es considerado como un buen sustituto
del agente nervioso altamente tdxico VX para estudios de absorcion dérmica debido a similares
propiedades fisicoquimicas y similar perfil de penetracidn percutanea.

Bazire et al (2011) encontraron que usando el mismo método que en la evaluacidén de la
distribucidn dérmica, los resultados eran poco reproducibles. Se sospechd que los distintos grados
de las disoluciones comerciales de DSM eran el origen de las discrepancias. Esta hipétesis se probd
midiendo inhibicion de la acetil- y butirilcolinesterasa humana a través de soluciones comerciales
de DSM. La tasa de inhibicién fue independiente de la concentracién de enzima, confirmando
condiciones de pseudo-primer orden. Pero la inhibicién completa de la actividad de la
butirilcolinesterasa sélo se alcanzé cuando la concentraciéon de DSM era al menos 1500 veces mas
alta que la concentracién de enzima. Ademas, la inhibicion completa de acetilcolinesterasa nunca
se logré. El analisis de espectrometria de masas del aducto de la butirilcolinesterasa inhibida
identifica una serina monometoxifosfolirada, producto envejecido de la inhibicidn por DSM o un
derivado con un grupo de salida modificado. Ni la reactivacidn espontanea ni el envejecimiento de
la serina dimetoxifosfolirada podrian explicar la cinética de inhibicidn observada.

Bazire y colaboradores no encontraron ningin modelo cinético simple razonable que podria
explicar la inhibicidn que observaron. Los resultados obtenidos por Bazire et al. No eran
comparables con los obtenidos por Worek et al, que trabajaban con oxidemeton-metil,
compuesto organofosforado, cuyo residuo unido a la AChE era idéntico al residuo unido del DSM.
Otra de las diferencias entre ambos trabajos que Worek et al. no utilizaron EtOH en el medio de
reaccion y en cambio Bazire et al. si lo usaron. El EtOH ha sido utilizado como solubilizantes de

algunos compuestos OP (Fekonja et al, 2007; O’Brien, 1955).
2.2. Inhibidor utilizado

Demeton-S-metil, O,0-Dimetil S-2-(etilsulfanyl)etilfosforotioato (DSM)

El DSM (Figura 2.1), CgHy505PS,, es un compuesto organofosforado usado como insecticida en
agricultura y sustituto del gas VX. Empezé a usarse en 1950 en sustitucion del Demeton,
CgH1905PS, al tener una toxicidad mds baja en humanos. Ahora estd clasificado como una
sustancia altamente toxica por la OMS y esta prohibido su uso en agricultura. Su toxicidad aguda

en mamiferos por via dérmica es LDs, 30mg/kg peso corporal.
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Figura 2.1. Estructura quimica del DSM
N2 CAS 919-86-8

2.3. Modelos cinéticos de la inhibicion de esterasas por organofosforados
2.3.1. Efecto de la inhibicién durante el tiempo de reaccién

enzima-sustrato.

Como se muestra en la Figura 2.2 en el ensayo habitual de inhibicidn, la preparaciéon enzimatica se
preincuba con el inhibidor (ti, tiempo de inhibicidn) y posteriormente se afiade el sustrato para
medir la actividad enzimatica (ts, tiempo de reaccidn con el sustrato) (Estévez y Vilanova., 2009;
Sogorb et al., 1994). Cuando se afade el sustrato la reaccidon de inhibicién, fosforilacién,
normalmente se para o se reduce a velocidad indetectable, debido a que se dan dos situaciones:
(a) el inhibidor se diluye por el volumen de sustrato afiadido; y (b) el sustrato compite con el
inhibidor debido a su alta afinidad y a que se encuentra a una concentracién de saturacién.

Sin embargo, en algunos casos la inhibicion en el tiempo de reaccidon enzima sustrato (ts) es
significativa y se detecta experimentalmente (efecto de “ongoing inhibition"o “inhibicién

adicional”). Especialmente en inhibiciones con enzimas muy sensibles y / o inhibidores muy
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potentes que no son totalmente bloqueados por la presencia del sustrato. En estos casos al
representar % de actividad respecto al tiempo se observa una disminucién de la actividad en el
tiempo 0 de inhibicién respecto al control, la curva no parte del 100% de actividad o bien en la

representacion logaritmica a tiempo 0 no es 2.0 (Figuras 2.3Ay 2.3B).

Inhibidor (Buffer en control)

Sustrato STOP (reactivo

t colonmeinico]
(tiempo de inhibicion, t ;) S

v

Absorbancia {510 nm)

0* ______ -»j: (t0 de inhibicion, no
preincubacidon)

Figura 2.2.- - Evolucion en el tiempo de un experimento de inhibicidn. La preparacidn enzimatica se
preincuba durante el tiempo de "inhibicién" (ti) (flechas de linea continua). Después del cual se afiade el
sustrato (flechas verticales) y se incuba durante el tiempo de reaccidon con sustrato (t s) (flechas
discontinuas). Por ultimo, la reaccién se detiene y se afiade un reactivo que de color para medir la
absorbancia. La adicidn de sustrato generalmente detiene la inhibicién debido a la dilucién y la competencia
por el sustrato. Sin embargo, en algunos casos, la inhibicion continta en el tiempo de reaccién con el
sustrato “inhibicidn adicional” (Imagen tomada de Mangas, 2010).

% Actividad
LOg % Actividad

0.5

li] 0 40 B0 BO 100 120 a 20 40 60 a0 100 120
Tiempo de inhibicion(ti) Tiempo de inhibicion(ti)

Figuras 2.3 A y 2.3B.- Comportamiento cinético de una preparacién en la que la inhibicion continua en el
tiempo de reaccién con el sustrato. Se muestra un caso en el que ki= 500 M™ min™ y ka=0.001 pM™ para
seis concentraciones crecientes de inhibidor ( 1=0, 1, 13.9, 46.2, 139, 1386 uM) .. La figura de la izquierda
muestra la representacion exponencial y la de la derecha la logaritmica (Imagen tomada de Mangas, 2010).
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Correccion del modelo cinético cuando la inhibicion en el tiempo de reaccion con

el sustrato es significativa

De acuerdo con Estévez y Vilanova (2009) en esta situacidon ocurre un proceso complejo que
incluye la interacciéon competitiva del inhibidor y el sustrato, la cual matematicamente puede ser
simplificada por un factor adicional exponencial [e-ka” - I]. En el que el pardmetro ka’ representa la
constante cinética aparente de primer orden de la inhibicion observada durante el tiempo de
reaccioén con el sustrato. Este factor exponencial es un factor matematico operacional.

Por lo tanto, la ecuacién que rige el sistema para un Gnico componente enzimatico seria:

% actividad=100-E/E, = [e *¥!]-E1y - e ¥Vt [Ec 1]

Asi pues, la ecuacién que rige el sistema para varios componentes enzimaticos t si la enzima se
reactiva espontaneamente el componente mas sensible se comportaria

segun la ecuacion:

_ [ k15E1ly k1-I'Ely —(k1.-I+k1 )-t  _ka'l
_<k1i-1+k15 (k1. T+k1y) A A [Ec 2]

2.3.2. Estimaciéon del efecto del “envejecimiento”™ en el experimento de

inhibicidon y reactivacion con un inhibidor organofosforado

Se describe a continuacién el comportamiento esperable de reactivacion tras dilucidn y la cinética

de inhibicion a tiempos cortos en caso de existir envejecimiento.

Deduccion del modelo de la ecuacion para un proceso de inhibicion reactivacion

y envejecimiento simultdneos en una cinética de reactivacion tras dilucion

Si existe reactivacién espontdnea y el envejecimiento es considerado importante. (Estévez y
Vilanova., 2009). Las reacciones que se dan en el experimento de reactivacion tras dilucion
considerando el envejecimiento y la inhibicidn de la enzima reactivada son:

ki
) EIl > E + P (reactivacion de la enzima inhibida)

) E+1 El (inhibicion de la enzima)

ks

9
kg
9
1) El ElI* ("envejecimiento” de la enzima inhibida)
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Siendo E la enzima activa, | el inhibidor, El la enzima inhibida, P el producto (en este caso el
inhibidor hidrolizado), EI* la enzima “envejecida”, ks la constante de segundo orden
correspondiente a la reactivacidon, ki la constante de de segundo orden correspondiente a la
inhibicidn, kg la constante de segundo orden correspondiente al envejecimiento.

En el trabajo de Estévez y Vilanova (2009) se dedujeron las ecuaciones generales para la situacion
de un ensayo de inhibicidn en el que se dan reactivacidén y envejecimiento simultdneos cuando el
inhibidor es eliminado por completo. En este caso, se deducirdn las ecuaciones particulares para la
situacidon en la que hay reactivacién y envejecimiento simultdneos y ademads inhibicidon de Ia
concentracién residual de inhibidor.

En el trabajo de Mangas (2010) aplicando las condiciones particulares de su ensayo de reactivacion
por diluciéon a las soluciones generales de las ecuaciones diferenciadas asociadas a estos procesos

de acuerdo con Estévez y Vilanova (2009) se obtiene la ecuaciéon 3, que se muestra a continuacién:

k —(a+ks+kg)+\/(a+ks+kg)z—4-a-kg
E=— s “Ely- e 2 ‘

\/(a+k5+kg)2—4-a-kg

k, —(a+ks+kg)+J(a+ks+kg)2—4-a-kg .
— . EIO e 2

J(a+ks+kg)z—4-a-kg

[Ec.3]

Donde ks es la constante de reactivacion, kg es la constante de envejecimiento y “a” la constante
de inhibicion por la concentracion de inhibidor (k;.1).
En el trabajo de Mangas (2010) aplicando constantes tedricas a la ecuacién 3 se obtuvieron los

perfiles de las curvas de las cinéticas de reactivacion tedricas mostradas en la Figura 2.4
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100
- —  ki=22710% min"nM kg=0min”
I ki=2.27-10° min™-nM™" kg =0.0001 min™
g5 | | —-————- ki=227-10% min"-nM™" kg = 0.001 min™
j ———— ki=2.2710Cmin"-0M”" kg =0.01 min”
j — — — k=227 10 min "0 kg=0.1 min”
_ ———  ki=1.32-10%min"-nM" kg=0min™
| I IS ki=1.32-10° min™-nM™" kg=0.0001 min™
_ ———— ki=13210%min"-nM" kg =0001 min"
} ————  ki=1.3210"min"-0M" kg=0.01 min”
l — — —  ki=1.3210%min" 0" kg=0.1 min”
a0
i i
w p
=
5 i
n J
[ H]
o -
=
5 i
m p
=
=3 |
2 ag
=
o i
=
= 7
5 _
oI
- j
80
75 1o T T

0 30 100 150

Tiempo (min)

Figura 2.4.- Cinéticas de reactivacion tedricas utilizando las constantes de inhibicion y reactivacion
teéricas. Las curvas de color negro tienen como ki es la minima estimada (ki=0,00227 nM™ min ™) y como ks
la estimada en el apartado (ks=0,0116 min '1), siendo kg un valor tedrico variable entre el intervalo de 0 - 0.1
min . Las curvas de color rojo tienen como ki una de un orden mayor (ki= 0.0132 nM™ min ). En ambos
conjuntos de curvas a partir de una una kg > 0,001 min ! el maximo de actividad estaria dentro del intervalo
de tiempo 0-180 minutos y a partir de ese punto la actividad disminuye conforme aumenta el tiempo.
(Imagen tomada de Mangas 2010).
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3. OBJETIVOS

El objetivo general es estudiar la cinética de inhibicién y la recuperacion (no mediada
por agentes reactivantes) de la actividad de la acetilcolinesterasa humana inhibida
por demeton-s-metil medida con acetiltiocolina como sustrato en presencia de EtOH o en ausencia

de EtOH en el medio de reaccidn.
3.1. Objetivos especificos

1. Establecer si la inhibicion de hAChE por DSM en presencia y en ausencia de EtOH es
progresiva con el tiempo..

2. ldentificar el efecto de la presencia de EtOH en la inhibicién de hAChE por DSM.

3. Establecer si la inhibicién de la acetilcolinesterasa por DSM es permanente o si por el
contrario hay reactivacién espontdnea tanto en ausencia como en presencia de EtOH.

4. Establecer si tras inhibicion por DSM hay envejecimiento tanto en ausencia como
presencia de EtOH.

5. Establecer el modelo tedrico cinético que mejor describe la interaccion entre AChE vy
DSM.

6. Establecer las constantes cinéticas de la interaccién entre AChE y DSM en presencia y
ausencia de EtOH.

7. ldentificar una posible explicacién a la incertidumbre obtenida en el trabajo de Bazire et

al. (2011) en los experimentos de inhibicidn con DSM.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tampones y reactivos utilizados

e Albumina de suero bovino (BSA) 1%. (Pureza 96%) se adquirié de Sigma-Aldrich Quimica
S.A. (Madrid, Espafia). Se preparé al 1% p/v en tampdn fosfato 0,1M a pH 7,4. Se utilizd
para preparar las disoluciones de enzimay los blancos de las mismas.

e Albumina de suero bovino (BSA) 1% y 5% EtOH. Se preparé al 1% p/v en tampdn fosfato
0,1M a pH 7,4 y con un 5%v/v de etanol.

e Etanol (EtOH). Concentracion 95%. Se uso para preparar disoluciones de BSA y hAChE con
un 5%v/v de etanol.

e Tampdn fosfato. dihidrofosfato de sodio monohidratado 0,1M pH 7,4. Se preparé
disolviendo dihidrofosfato de sodio monohidratado en agua ultrapura. El pH se ajusté a
7,4 con NaOH 10 mM y se conservé a temperatura ambiente.

e Agua ultrapura (MQ). Se obtuvo a partir de agua purificada por dsmosis inversa (Elix 3 de
Millipore) que se ultrapurificd con el equipo (milliQ Element de Millipore).

e Yoduro de acetiltiocolina (AtCh). (Pureza>95%) Se adquirid de BOC Sciences. Para su
utilizacion como sustrato, se prepard a 2mM en agua ultrapura, y se conservo a -20°C.

e Dodecilsulfato sédico (SDS) y acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). Se adquirieron
de grado analitico de Panreac Quimica S. A. (Barcelona, Espafia) y Sigma-Aldrich Quimica S.
A. (Madrid, Espafia) respectivamente. Se prepard una disolucién de SDS 2% / DTNB 6mM
en tampon fosfato 0,1 M / EDTA 1 mM, pH 7,4 y se conservo a temperatura ambiente en
botella envuelta en papel de aluminio para evitar la degradacién del DTNB.

e Demeton-S-methyl (DSM). Se adquirié de Sigma-Aldrich Quimica S. A. (Madrid, Espafia).

Se prepard una disolucidn concentrada 10mM en isopropanol y se conservd a -20 oC.
4.2. Material biolégico

® Acetilcolinesterasa humana (hAChE). Se adquirié de Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid,

Espafia). Se prepard un stock a concentracién 10 nM en BSA.
4.3. Equipos utilizados

e Estacion automatizada Biomek 2000 (Beckman-Coulter). esta estacion de trabajo se
utilizé para realizar todas las medidas de cinéticas enzimaticas, a fin de minimizar el
consumo de muestra, permitiendo ademas la automatizacion la realizacién simultdnea de

un nimero elevado de muestras y garantizando la reproducibilidad de los volimenes y
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tiempos. Estuvo equipada con pipetas multicanal (8x) con capacidad entre 20-200ul, dos
termobloques de aluminio termostatizado para 8x12 minitubos de 1mL con un
controlador de temperatura electrénico, y una microplaca de 96 pocillos para la lectura
fotométrica.

® Lector de placas: para la lectura fotométrica se utilizd el lector de placas AD 340 C
(Beckman Coulter).

e Centrifugas. se utilizé la centrifuga Allegra 21R equipada con un rotor 54180 de Beckman
Coulter.

® Filtros de centrifugacion. Se utilizaron filtros Ultracel 10K de Millipore para eliminar el

DSM de la disolucion enzimatica en el ensayo de reactivacion tras inhibicion con DSM.
4.4. Microensayo de actividad colinesterasa

Se mezclaron 90 pL de una solucidn con enzima a la concentracién deseada (0,0824 nM en
reaccion) en BSA 1% con 90 ulL de otra solucién con el sustrato. Pasado el tiempo de reaccién,
especificado en cada ensayo, se detuvo el proceso afiadiendo 90uL de SDS 2% / DTNB (6 mM) vy,
posteriormente, se afiadieron 90 uL de BSA 1% a las muestras o enzima en el caso de los blancos.
Se midi6 la absorbancia a 405 nm. El método estd basado en el ensayo descrito por Benabent et al.

(2014).
4.5. Ensayo de inhibicion a tiempo fijo (30 min).

Se prepararon muestras de enzima 0,94nM (0,082nM en reaccion), las cuales se incubaron 90 pL
con 20 pL de DSM a 12 concentraciones finales diferentes (0, 0.5, 2.5, 5, 10, 15, 20, 40, 80, 160,
320 uM) durante 30 min a 37 2C. Se incluyeron en el ensayo controles sin inhibir y blancos.

Tras la incubacion se anadié 100uL del sustrato (AtCh), tras 10 minutos de reaccion se pard
afiadiendo 100 pL de SDS/DTNB, posteriormente, se afiadieron 90 puL de BSA 1% a las muestras o
enzima en el caso de los blancos. Se midié la absorbancia a 405 nm. Utilizando las condiciones del

microensayo de actividad colinesterasa descritas anteriormente.
4.6. Ensayo cinética de inhibicion

Se prepararon muestras de enzima a 0,194 nM (0,0824 nM en reaccidn) en ausencia y presencia
de un 5% de EtOH, las cuales se incubaron 90uL con 20uL de DSM a 4 concentraciones finales
diferentes que se especifican para cada ensayo en el apartado de Resultados durante 12 tiempos
distintos (desde 0 segundos a 2 horas) a 37 2C. Se incluyeron en el ensayo controles sin inhibir y

blancos.
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Tras la incubacién se afiadié 100 plL del sustrato (AtCh), tras 10 minutos de reaccién se pard
afiadiendo 100 pL de SDS/DTNB, posteriormente, se afiadieron 90 puL de BSA 1% a las muestras o
enzima en el caso de los blancos. Se midio la absorbancia a 405 nm. Utilizando las condiciones del

microensayo de actividad colinesterasa descritas anteriormente.
4.7. Ensayo reactivacion por dilucion tras inhibicion con DSM

Inhibicion con DSM

Se utilizaron las condiciones del microensayo de actividad colinesterasa descritas anteriormente.
Se prepararon muestras de enzima, las cuales se incubaron con DSM en concentraciones y
volimenes que se especifican para cada ensayo en el apartado de Resultados durante 30 min a
3729C. Se incluyeron en el ensayo controles sin inhibir y blancos.

Dilucidn

Pasado el tiempo de incubacién el material se llevd a un volumen que se especifica para cada
ensayo en el apartado de Resultados con BSA o BSA con EtOH. La concentracion residual estimada
final de DSM tras el proceso de dilucidon se especifica para cada ensayo en el apartado de

Resultados.
Medida de actividad tras dilucion

Las muestras obtenidas tras el proceso anterior se incubaron a 372C y se fueron retirando
alicuotas de 90 pL de cada muestra (muestra inhibida y controles) para medir la actividad
colinesterasa de acuerdo a los siguientes tiempos: 0, 20, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 330 minutos y a

las 24 horas.
4.8. Ensayo reactivacion por ultrafiltracion tras inhibicion con DSM

Inhibicion con DSM

Se utilizaron las condiciones del microensayo de actividad colinesterasa descritas anteriormente.
Se prepararon muestras de enzima 2,64 nM, las cuales se incubaron 500 pL con 50 uL de DSM a
220 uM durante 30 min a 372C. Se incluyeron en el ensayo controles sin inhibir y blancos. Pasado
el tiempo de incubacidn, se retiraron 50 pL de cada tubo y se llevaron a un volumen final de 1 mL

con BSA 1% en tampdn fosfato, para medir la actividad colinesterasa tras inhibicién.
Ultrdfiltracion y posterior dilucion

Un volumen de 500 pL de muestra preparadas en el paso anterior (muestras inhibidas y sin
inhibir), se colocaron en filtros (Ultracel 10K de Millipore) y se centrifugd a 14000 x g durante 15

minutos a 42C. El material retenido se diluyé con tampdn fosfato a 42C hasta alcanzar 500 pL y se
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procedid a ultrafiltrar de nuevo. El material retenido en el filtro se llevé a un volumen de 8 mL con
BSA o BSA con EtOH. La concentracidon residual estimada final de DSM tras el proceso de

ultrafiltracién y dilucién se especifica para cada ensayo en resultados.
Medida de actividad tras ultrdfiltracion y lavado

Las muestras obtenidas tras el proceso anterior se incubaron a 372C y se fueron retirando
alicuotas de 90uL de cada muestra (muestra inhibida y controles) para medir la actividad
colinesterasa de acuerdo a los siguientes tiempos: 0, 10,30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 330 minutos

y a las 24 horas.
4.9. Modelos matematicos y analisis de los datos

Los datos de inhibicion y reactivacion espontanea con diferentes inhibidores de

colinesterasas se ajustaron a modelos matematicos diferentes mediante el programa de
ordenador Sigma Plot 13.0. El programa utilizé el algoritmo de Marquardt-Levenberg. Este
algoritmo busca los valores de los pardmetros a determinar de modo que la suma de los
cuadrados de la diferencia entre el valor real y el valor predeterminado por la ecuacion (residual)
resulte minima (Marquardt, 1963; Shrager, 1970,1972; Nash, 1979; Press et al., 1986).

Los modelos empleados de acuerdo con Estevéz y Vilanova (2009) y Estevéz (2003) fueron los
siguientes:

e Parainhibicion de varios componentes enzimaticos:

E=Elje "I L E2,e k21 4 4+E;

e Parainhibicion de varios componentes enzimaticos, teniendo en cuanta el efecto de

inhibicidn en el tiempo enzima-sustrato, para varios componentes enzimaticos:
E=|e @ D|E1pe ¥ + E2,e %21 + . +E,

Donde, Eo es el control de actividad inicial (sin inhibidor); E es la actividad para una

concentracién de inhibidor /; E1, E2 y E3 representan el contenido relativo de los

componentes sensibles; k1, k2 y k3 representan las constantes exponenciales para

esos mismos componentes; ka la constante de “inhibicién adicional”. Se aplicaron las siguientes

restricciones: k1>0, k2>0, k3>0, ka>0, kr>0, A1>0, A2>0 y E14+E2,+...+ER=100.
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e Para la inhibicién-reactivacion de varios componentes enzimaticos, teniendo en

cuanta el efecto de inhibicidn en el tiempo enzima sustrato, para varios componentes

enzimaticos:

E: kS.EO n klIEO
ki.I+kS (klI+kS)

e~(@tkot 4 po

ki es la constante de inhibicion, ks es la constante de reactivacion, “a” la constante de inhibicion
por la concentracion de inhibidor (ki.I) y ER es el contenido relativo del componente resistente

(actividad residual resistente a las altas concentraciones de inhibidor empleadas).

e Para inhibicién, reactivacién y envejecimiento simultdneos en experimentos de inhibicién

(Estévez y Vilanova.,2009):

(a—ks—ky) + \/(a + ks + kg)2 -4-a-k, —(a+ks+kg)+J(a+ks+kg)2—4-a-kg ,
= B EO e 2

2-\/(a+ks+kg)2—4-a-kg

(a—ks—kg)+J(a+ks+kg)2—4-a-kg

2-J(a+ks+kg)2—4-a-kg

—(a+ks+ky)+J(a+ks+kg)2—4-a-kg

‘e 2 t

ks es la constante de reactivacidn, kg es la constante de envejecimiento y “a” la constante de

inhibicidn por la concentracién de inhibidor (k.I).

e Para inhibicién, reactivacién y envejecimiento simultdneos en experimentos de

reactivacién espontanea (Mangas 2010):

k —(a+ks+kg)+J(a+ks+kg)2—4-a-kg
E= = Ely-e z t
J(a+ks+kg)z—4-a-kg
K —(a+ks+kg)+J(a+ks+kg)2—4--a-kg
= “Ely-e z t

\/(a+ks+kg)2—4-a-kg
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ks es la constante de reactivacidn, kg es la constante de envejecimiento, y a la constante de

inhibicidn por la concentracién (k..l).

Test estadistico.
Para comprobar la mejora del ajuste mas complejo frente al mas sencillo se realizd un test de F

(Bevington, 1969). Dicho test se llevdé a cabo con el programa Sigma Plot 13.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensayos de acetilcolinesterasa preparada en BSA.

5.1.1. Ensayo de inhibicion a tiempo fijo (30 min).

Se incubaron muestras de enzima 0,194 nM (0,0824 nM en reaccién) con DSM a 12
concentraciones finales diferentes (0, 0.5, 2.5, 5, 10, 15, 20, 40, 80, 160, 320 uM) durante 30
minutos a 372C. Posteriormente se midié la actividad acetilcolinesterasa. Los resultados se
muestran en la Figura 5.1. y los pardmetros en la Tabla 5.1. El mejor ajuste segun el test de la F
fue una ecuacidén correspondiente a dos componentes enzimdaticos, uno que se inhibe, se reactiva

y envejece simultaneamente (Ey), y otro resistente (Eg), [Ec.4].

E =

2
(a_ks_kg)+\/(a+ks+kg)2_4"a'kg —(a+ks+kg)+[(atkstkg) —4akg 30

Eo'e 2

2 J (a+ks+ky)*~4ak,

2 L / 2 40
(a_ks_kg)"'\/(a"'ks"'kg) ~4-aky . (a+ks+kg)+[(atkstkg) —4akg 30

Ey-e 2 +Ep [Ec.4]

2-J(a+k5+kg)2—4-a-kg

Siendo “a” la constante de inhibicién por la concentracion de inhibidor (k;.1) y ks y kg las constantes
de reactivacién espontdnea y envejecimiento respectivamente. La 150(30min) (concentracion de
inhibidor que inhibe el 50% de la actividad en 30 minutos; Tabla 5.1.) fue obtenida aplicando la
ecuacion 4 en una hoja de calculo con los diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando
sucesivas iteraciones con diferentes valores de | hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de

actividad.(50+0.01 %)

Tabla 5.1. Parametros obtenidos. ki es la constante de inhibicidn. ks es la constante de reactivacion. kg es la
constante de envejecimiento. Se muestran los parametros estimados de tres experimentos independientes.

E (%) ki (uM ™ min™) ks (min™) kg (min™) Iso (UM) Er (%)
100 0,0236 0,0570 1,37E-11 1,02 0
96,35 0,0413 0,0224 2,38E-12 0,56 3,65
96,54 0,0343 0,0190 9,33E-13 0,68 3,46
Media 97,63 0,0331 0,0328 5,67E-12 0,71* 2,37
Desviacion 2,05 0,0089 0,0210 6,99E-12 2,05

estandar

* El dato que se muestra es la 150 obtenida con la ecuacién 4 en una hoja de célculo con las medias de los
diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de |
hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)
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Figura 5.1. Inhibicion a tiempo fijo con DSM. Se utilizaron varias concentraciones de DSM comprendidas
entre 0 y 320 puM. La actividad se ensayd tal y como se muestra en Materiales y Métodos, ensayo de
actividad colinesterasa. La curva se ajusta a una ecuacion de inhibicidn, reactivacion espontanea y
envejecimiento simultaneos para un componente sensible y otro resistente.

5.1.2 Ensayo cinética de inhibicidn

Se incubaron muestras de enzima 0,194 nM (0,0824 nM en reaccién) con DSM a 4 concentraciones
finales diferentes (0,0.25, 0.5, 1.25 uM) durante 12 tiempos (de 0 a 120 minutos) a 37°C.
Posteriormente se midié su actividad colinesterasa. Los resultados se muestran en la Figura 5.2. y
los parametros en la Tabla 5.2. el mejor ajuste segin el test de la F fue una ecuacidn
correspondiente a un componente enzimatico que se inhibe, se reactiva y envejece

simultaneamente (E,), [Ec.5].

E=

2
(a—ks kg)+ (a+kg+ky) —a-ak, . “(atksthg)+|(athksthg) —4akg

Eo'e 2 —

atkstkg) —4-akg
2 [(atksticy)?

2
(a—ks kg)+ (a+ks+ky)’ ~t-aky, “(atksthg)+|(atksthg) —4akg

Ey-e 2 [Ec.5]

a+ks+kg) —4akg
2 [(atksicy)?

Siendo “a” la constante de inhibicién por la concentracion de inhibidor (k;.1) y ks y kg las constantes
de reactivacién espontdnea y envejecimiento respectivamente. La 150(30min) (concentracion de
inhibidor que inhibe el 50% de la actividad en 30 minutos; Tabla 5.2.) fue obtenida aplicando la
ecuacion 5 en una hoja de calculo con los diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando
sucesivas iteraciones con diferentes valores de | hasta conseguir un valor muy préoximo a 50 % de

actividad. (50+£0.01 %)
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Tabla 5.2. Parametros obtenidos. ki es la constante de inhibicidn. ks es la constante de reactivacion. kg es la
constante de envejecimiento. Se muestran los pardmetros estimados de dos experimentos independientes.

ki (uM™ min™) ks (min™) kg (min™) Iso (LM)

0,0409 0,0199 0,0037 0,57

0,0434 0,0203 0,0048 0,52
Media 0,0422 0,0201 0,0043 0,55*
Desviacion estandar 0,0016 0,0003 0,0008

* El dato que se muestra es la 150 obtenida la ecuacidon 4 en una hoja de célculo con las medias de los
diferentes pardmetros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de |
hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)
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Figura 5.2. Cinética de inhibicion de la AChE humana por DSM en ausencia de EtOH. Concentraciones de
DSM: 0 (negro), 0.25 (rojo), 0.5 (verde), 1.25 (Amarillo) UM en un volumen de reaccion de 240 L. En la
imagen A esta la superficie del ajuste 3D y en la imagen B estd la representacién de curvas de nivel
obtenidas del ajuste 3D. Las curvas se ajustan a una ecuacién de inhibicion, reactivacién espontanea y
envejecimiento simultaneos para un componente sensible.

5.1.3. Ensayo reactivacion por ultrafiltracién tras inhibicién con DSM

Se inhibié la hAChE 2,64 nM con DSM a 220 uM durante 30 minutos a 372C y, posteriormente, se
midié su actividad colinesterasa a diferentes tiempos de reactivacion.

Siendo | la concentracion residual estimada de DSM tras el proceso (0,046 uM en dos de los tres
ensayos y 0,018 uM en el otro). Los resultados se muestran en la Figura 5.3. y los parametros en la
Tabla 5.3. el mejor ajuste segun el test de la F fue una ecuacién correspondiente a un componente
enzimatico que se inhibe, se reactiva y envejece simultdneamente, [Ec.6].

, 2
—(a+kg+kg)+.|(a+ks+k —4-a'k
ks ( S g) ( S g) g t ks

'Elo'e 2

E

-El, -

\/ (a+kg+ky) —4-ak, J (a+kg+ky) —4aky,

—(a+ks+kg)+ (a+ks+kg)Z —4akg

e 2 ¢ [Ec.6]

21



RESULTADOS

Siendo “a” la constante de inhibicion por la concentracidn de inhibidor (ki.l) y kr y kg las constantes
de reactivacién espontdnea y envejecimiento respectivamente. La 150(30min) (concentracion de
inhibidor que inhibe el 50% de la actividad en 30 minutos; Tabla 5.3.) fue obtenida aplicando la
ecuacién 6 en una hoja de calculo con los diferentes pardmetros cinéticos obtenidos y realizando
sucesivas iteraciones con diferentes valores de | hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de

actividad. (50+0.01 %)

Tabla 5.3. Parametros obtenidos. ki es la constante de inhibicion. ks es la constante de reactivacion. kg es la
constante de envejecimiento. Se muestran los pardmetros estimados de tres experimentos independientes.
E1l es la actividad inicial.

EI(%) ki (UM ™ min™) ks (min™) kg (min™) Iso (M)
10,86 0,0265 0,009 0,0046 1,17
21,65 0,0457 0,010 0,0021 1,66
13,51 0,0253 0,013 0,0093 0,45
Media 15,34 0,0325 0,0107 0,0053 0,71*
Desviacion 5,62 0,0114 0,0025 0,0037
estandar

* El dato que se muestra es la 150 obtenido con la ecuacidén 6 en una hoja de calculo con las medias de los
diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de |
hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50£0.01 %)
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Figura 5.3. Reactivacion por ultrafiltracion de actividad colinesterasa de la AChE tras sr inhibida por DSM
en ausencia de EtOH. Se midid la actividad en un periodo de tiempo de reactivacién comprendido entre 0 y

1560 minutos, tras la previa inhibicion con DSM. La curva se ajusta a una ecuacion de inhibicidn, reactivacion
espontanea y envejecimiento simultadneos para un componente sensible.
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5.1.4 Ensayo reactivacion por dilucion tras inhibicién con DSM

Se inhibié la hAChE 10 nM con DSM a 107 uM durante 30 minutos a 372C y, posteriormente, se
midid su actividad colinesterasa a diferentes tiempos de reactivaciéon tras diluir hasta alcanzar 8
mL.

Siendo | la concentracion residual estimada de DSM tras el proceso (0,286 uM). Los resultados se
muestran en la Figura 5.4. y los parametros en la Tabla 5.4. el mejor ajuste segun el test de la F
fue una ecuacidn correspondiente a un componente enzimatico que se inhibe, se reactiva y
envejece, [Ec.6].

La 150(30min) (concentracién de inhibidor que inhibe el 50% de la actividad en 30 minutos; Tabla
5.4.) fue obtenida aplicando la ecuacidn 6 en una hoja de calculo con los diferentes parametros
cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de | hasta conseguir

un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)
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Figura 5.4. Reactivacion por dilucion de actividad colinesterasa de la AChE tras ser inhibida por DSM en
ausencia de EtOH. Se midio la actividad en un periodo de tiempo de reactivacion comprendido entre 0 y
1560 minutos, tras la previa inhibicion con DSM. La curva se ajusta a una ecuacion de inhibicidn, reactivacion
espontanea y envejecimiento simultadneos para un componente sensible.

En otro ensayo se inhibié 500 uL de hAChE 2,527 nM con 50 pL de DSM a 220 uM durante 30
minutos y, posteriormente, se midié su actividad colinesterasa a diferentes tiempos de
reactivacion tras diluir hasta alcanzar 7,52 mL.

Siendo | la concentracién residual estimada de DSM tras el proceso (1,46 uM). Los resultados se
muestran en la Figura 5.5. y los pardmetros en la Tabla 5.4. el mejor ajuste segun el test de la F
fue una ecuacién correspondiente a un componente enzimatico que se inhibe, se reactiva y

envejece simultaneamente, [Ec.6].
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La 150(30min) (concentracidn de inhibidor que inhibe el 50% de la actividad en 30 minutos; Tabla
5.4.) fue obtenida aplicando la ecuaciéon en una hoja de cdlculo con los diferentes parametros
cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de | hasta conseguir

un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)

Tabla 5.4. Parametros obtenidos. ki es la constante de inhibicidn. ks es la constante de reactivacion. kg es la
constante de envejecimiento. Se muestran los parametros estimados de tres experimentos independientes.
E1 es la actividad inicial.

El (%) ki (UM min™) ks (min™) kg (min™?) Iso (LM)
8,88 0,0439 0,0075 0,0011 0,53
0,0334 0,0152 0,0045 0,69
0,0310 0,0101 0,0089 0,96
Media - 0,0361 0,0109 0,0048 0,64*
Desviacion - 0,0068 0,0039 0,0039

estandar

* El dato que se muestra es la 150 obtenida con la ecuacion 6 en una hoja de calculo con las medias de los
diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de |
hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)
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Figura 5.5. Reactivacion por dilucion de actividad colinesterasa de la AChE tras ser inhibida por DSM en
ausencia de EtOH. Se midio la actividad en un periodo de tiempo de reactivacion comprendido entre 0 y

1560 minutos, tras la previa inhibicion con DSM. La curva se ajusta a una ecuacién de inhibicidn, reactivacion
espontanea y envejecimiento simultidneos para un componente sensible.
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5.2. Ensayos de acetilcolinesterasa preparada en BSA con un 5% de

EtOH.

5.2.1. Ensayo cinética de inhibicidon

Se incubaron muestras de enzima 0,194 nM (0,0824 nM en reaccién) con un 5% de etanol con
DSM a 4 concentraciones finales diferentes (0, 0.5, 2, 20 uM) durante 12 tiempos (de 0 a 120
minutos) a 372C. Posteriormente se midié su actividad colinesterasa. Los resultados se muestran
en la Figura 5.6. y los pardmetros en la Tabla 5.5. el mejor ajuste segun el test de la F fue una
ecuacion correspondiente a dos componentes enzimaticos uno sensible (E2) que se inhibe, se
reactiva y envejece simultdneamente y otro que se inhibe en el tiempo de reaccién enzima-

sustrato (E1), [Ec.7].

E =

(a—ks—kg)+J(a+ks+kg)z—4-a-kg

E1- e—kl-l-t . e—ko-l +
(( ) ) 2-\/(a+ks+kg)2—4-a-kg

2
“(atkstkg)+|(a+ks+kg) —4akg (a—ks—kg)+\/(a+ks+kg)2—4-a-kg
e 2 — . Ezo .
2-J(a+ks+kg)2—4-a-kg

—(a+ks+kg)+ /(a+ks+kg)2—4-a-kg

e 2 i [Ec.7]

Siendo “a” la constante de inhibicién del componente E2 por la concentracién de inhibidor (ki.l) y
ks y kg las constantes de reactivacidn espontdnea y envejecimiento del componente E2
respectivamente, y k1 y ko las constantes de inhibicion aparente y “ongoing inhibition” del
componente E1 respectivamente. La 150(30min) (concentracion de inhibidor que inhibe el 50% de
la actividad en 30 minutos; Tabla 5.5.) fue obtenida aplicando la ecuacién 7 en una hoja de calculo
con los diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con

diferentes valores de | hasta conseguir un valor muy préoximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)
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Figura 5.6. Cinética de la inhibicion de la AChE humana por DSM en presencia de EtOH. Concentraciones de
DSM: 0 (negro), 0.25 (rojo), 0.5 (verde), 1.25 (Amarillo) uM en un volumen de reaccién de 240 pL. En la
imagen A esta la superficie del ajuste 3D y en la imagen B esta la representacion de curvas de nivel
obtenidas del ajuste 3D. Las curvas se ajustan a una ecuacion de inhibicion, reactivacion espontanea y
envejecimiento simultaneos para dos componentes sensibles.

Tabla 5.5. Parametros obtenidos. ki es la constante de inhibicion. ks es la constante de reactivacion. kg es la
constante de envejecimiento. k1 es la constante aparente de inhibicion del componente 1(B). ko es la

constante aparente de “ongoing inhibition”. Se muestran los pardmetros estimados de dos experimentos
independientes.

Componente E (%) ki/k1(uM™ min™) ks (min™) kg (min™) ko (uM™) Iso (LM)
E1 17,94 0,0356 0,16 0,64
15,16 0,0352 0,48 0,65
E2 82,05 0,0132 0,0226 0,0092 1,79
84,84 0,0106 0,0179 0,0084 2,24
Media Media E1 16,55 0,0354 0,32 0,65*
Desviacion Desviaciéon 1,97 0,0003 0,22
estandar estandar E1
Media Media E2 83,45 0,0119 0,0202 0,0088 1,99*
Desviacion Desviacién 1,97 0,0019 0,0033 0,0006
estandar estandar E2

* El dato que se muestra es la 150 obtenida con la ecuacion 7 en una hoja de calculo con las medias de los
diferentes pardmetros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de |
hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)
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5.2.2. Ensayo reactivacion por ultrafiltracion tras inhibicion con DSM

Se inhibié la hAChE 2,64 nM, con un 5% de EtOH, con DSM a 220 uM durante 30 minutos v,
posteriormente, se midid su actividad colinesterasa a diferentes tiempos de reactivacidn.

Siendo | la concentracion residual estimada de DSM tras el proceso (0,046 uM). Los resultados se
muestran en la Figura 5.7. y los parametros en la Tabla 5.6. el mejor ajuste segun el test de la F
fue una ecuacidn correspondiente a un componente enzimatico, uno que se inhibe, se reactiva y
envejece simultdneamente, [Ec.6].

La 150(30min) (concentracién de inhibidor que inhibe el 50% de la actividad en 30 minutos; Tabla
5.6.) fue obtenida aplicando la ecuacién 6 en una hoja de calculo con los diferentes parametros
cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de | hasta conseguir

un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)

Tabla 5.6. Parametros obtenidos de todos los experimento de reactivacion en presencia de etanol. ki es la
constante de inhibicion. ks es la constante de reactivacidn. kg es la constante de envejecimiento.

El(%) ki (uM™ min™) ks (min™) kg (min™) Iso (LM)
Ultrafiltracion 26,80 0,0123 0,0134 0,0052 1,91
Dilucion 19,92 0,0210 0,0170 0,0021 1,11
Media** 23,36 0,0167 0,0152 0,0036 1,40
Desviacion estandar** 4,87 0,0061 0,0025 0,0022

* El dato que se muestra es la 150 obtenida con la ecuacion 6 en una hoja de célculo con las medias de los
diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de |
hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50£0.01 %)

**Media y desviacidn estandar de todos los experimento de reactivacidén en presencia de etanol.
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Figura 5.7. Reactivacion por ultrafiltracion de actividad colinesterasa de la AChE tras ser inhibida por DSM
en presencia de EtOH. Se midid la actividad en un periodo de tiempo de reactivacién comprendido entre Oy

1600 minutos, tras la previa inhibicion con DSM. La curva se ajusta a una ecuacion de inhibicidn, reactivacion
espontanea y envejecimiento para un componente sensible.
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5.2.3 Ensayo reactivacion por dilucion tras inhibicién con DSM

Se inhibié la hAChE 2.527 nM, con un 5% de EtOH, con DSM a 107 uM durante 30 minutos v,
posteriormente, se midid su actividad colinesterasa a diferentes tiempos de reactivacidn.

Siendo | la concentracion residual estimada de DSM tras el proceso (0,286 uM). Los resultados se
muestran en la Figura 5.8. y los parametros en la Tabla 5.6. el mejor ajuste segun el test de la F
fue una ecuacidn correspondiente a un componente enzimatico que se inhibe, se reactiva y
envejece simultdneamente, [Ec.6].

La 150(30min) (concentracién de inhibidor que inhibe el 50% de la actividad en 30 minutos; Tabla
5.6.) fue obtenida aplicando la ecuacidn 6 en una hoja de calculo con los diferentes parametros
cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de | hasta conseguir

un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)
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Figura 5.8. Reactivacion por dilucion de actividad colinesterasa de la AChE tras ser inhibida por DSM en
presencia de EtOH. Se midio la actividad en un periodo de tiempo de reactivacion comprendido entre 0 y

1560 minutos, tras la previa inhibicién con DSM de enzima. La curva se ajusta a una ecuacién
de inhibicién, reactivacion espontdnea y envejecimiento para un componente sensible.
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6. DISCUSION

El etanol (EtOH) ha sido ampliamente utilizado para solubilizar organofosforados (OP) no solubles
en agua en ensayos con colinesterasas (O’Brien 1955). Su uso ha sido extendido a OPs
hidrosolubles, como muestra el trabajo de Bazire et al. (2011), que utilizaron DSM con AChE en
disolucion de BSA 5% EtOH.

En este trabajo se ha estudiado la interaccion de DSM con AChE en presencia o ausencia de EtOH.
6.1. Interaccion de DSM con AChE en ausencia de EtOH
Ensayo de inhibicion a tiempo fijo:

Se aplicaron varios modelos matematicos para analizar los resultados (apartado 4.10.). El modelo
gue mejor se ajusté de acuerdo al criterio de test de la f fue el correspondiente a una ecuacion
correspondiente a un componente enzimatico que se inhibe, se reactiva y envejece y otro
componente resistente (3%) (Figura 5.1.), con una constante de inhibicién (ki) media de 0,0331+
0,0089 pM™ min™, una constante de reactivacion espontanea (ks) media de 0,0328+ 0,0210 min™,
una constante de envejecimiento media (kg) de 5,67-10°+ 6,99-10"* min™ y una Iso media de 0,71
UM (Tabla 5.1.). Se observa que la actividad va disminuyendo conforme aumenta la concentracion

de inhibidor ensayada.

Tabla 6.1. Parametros obtenidos. ki es la constante de inhibicidn. ks es la constante de reactivacion. kg es la
constante de envejecimiento fijada. Se muestran los pardmetros estimados de tres experimentos
independientes.

E (%) ki (uM*min?) ks (min®) kg (min) I, (nM) R (%)
96,91 0,0145 0,0302 0,0051 1,64 3,08
96,28 0,0424 0,0254 0,0051 0,55 3,72
96,47 0,0349 0,0214 0,0051 0,69 3,53
Media 96,56 0,0306 0,0257 0,0051 0,76* 3,44
Desviacion estandar 0,32 0,0144 0,0044 - 0,32

* El dato que se muestra es la 150 obtenida con la ecuacién 4 en una hoja de calculo con las medias de los
diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de |
hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)

Las contantes cinéticas ki y ks son semejantes a las obtenidas en los experimentos de reactivacion
tras ultrafiltracién y dilucién (Tabla 5.3. y Tabla 5.4.) y los experimentos cinéticos de inhibicién
(Tabla 5.2.), sin embargo kg es bastante mas pequefia. Este hecho es debido a que el tiempo de
inhibiciédn (30 min) no es suficientemente grande para poder detectar envejecimiento y por lo
tanto con estas condiciones experimentales no se puede estimar kg. Si fijamos kg como la media

de las kg obtenidas en todos los experimentos de reactivacién en ausencia de EtOH (0,005 min™) y

29



DISCUSION

realizamos de nuevo el ajuste obtenemos las constantes mostradas en la Tabla 6.1., que son

semejantes a las obtenidas en todos los experimentos.
Ensayo de inhibicion progresiva con el tiempo:

La conclusion principal del analisis de la simple observacion de las curvas de inhibicidn que se
deduce del experimento cinético de inhibicion de hAChE en presencia de DSM, es la existencia de
una inhibicién progresiva con el tiempo (Figura 5.2.). Este hecho demuestra que la inhibicidn es
covalente y de acuerdo con ello, en principio irreversible. (Aldridge and Reiner, 1972).

Se aplicaron varios modelos matematicos para analizar los resultados (apartado 4.10.). El modelo
gue mejor se ajusté de acuerdo al criterio de test de la f fue el correspondiente a una ecuacion
correspondiente a un componente enzimatico que se inhibe, se reactiva y envejece. (Figura 5.2.),
con una ki media de 0,0422+ 0,0016 uM"l' min™, una ks media de 0,0201+ 0,0003 min™ y kg media
de 0,0043+ 0,0008 min™ y una ls, media de 0,55 pM (Tabla 5.2.). Resultado comparable con las
constantes obtenidas en los experimentos de reactivacion (Tabla 5.3. y Tabla 5.4.) y los
experimentos de inhibicidn a tiempo fijo (Tabla 5.1.).

Se observa que la actividad a este tiempo va disminuyendo conforme aumenta la concentracion

de inhibidor ensayada.
Ensayo de reactivacion por ultrafiltracion tras inhibicion con DSM:

La conclusion principal del analisis de la simple observacion de las curvas de reactivacion, es la
existencia de una pérdida de actividad con el tiempo tras alcanzar la maxima reactivacion de
actividad (Figura 5.3.), debido al efecto del envejecimiento y a la inhibicion por la concentracion
de DSM residual.

Se aplicaron varios modelos matematicos para analizar los resultados (apartado 4.10.). El modelo
qgue mejor se ajusté de acuerdo al criterio de test de la f fue el correspondiente a una ecuacidn
correspondiente a un componente enzimatico que se inhibe, se reactiva y envejece. (Figura 5.3.),
con una ki media de 0,0325+ 0,0114 uM'l' min™, una ks media de 0,0107+ 0,0025 min'ly kg media
de 0,0053+ 0,0037 min™ y una lsomedia de 0,71 uM (Tabla 5.3.).

Ensayo de reactivacion por dilucion tras inhibicion con DSM:

La conclusion principal del analisis de la simple observacién de las curvas de reactivacion, es la
existencia de una pérdida de actividad con el tiempo tras alcanzar la maxima reactivacion de
actividad (Figura 5.4. y Figura 5.5.), debido al efecto del envejecimiento y de la inhibicién por la
concentracidon de DSM residual.

Se aplicaron varios modelos matematicos para analizar los resultados (apartado 4.10.). El modelo
gue mejor se ajusté de acuerdo al criterio de test de la f fue el correspondiente a una ecuacion
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correspondiente a un componente enzimdatico que se inhibe, se reactiva y envejece. (Figura 5.4. y
Figura 5.5.), con una ki media de 0,0361+ 0,0068 uM’l' min™, una ks media de 0,0109+ 0,0039 min°
'y kg media de 0,0048+ 0,0039 min y una lsomedia de 0,64 uM (Tabla 5.4.).

Conclusion de los resultados de los experimentos en ausencia de etanol en el medio:

En ausencia de EtOH la AChE en presencia de DSM se inhibe irreversiblemente, se reactiva
espontdneamente, y simultdneamente envejece. Se han obtenido unos parametros cinéticos
semejantes en todos los experimentos realizados, obteniendo una ki en un rango de 0,0325-
0,0422 uM’l' min™, una ks en un rango de 0,0107-0,0328 min™, una kg entre 0,0043-0,0053 min™ y
una lsg 0,55-0,71 uM.

6.2. Interaccion de DSM con AChE en presencia de EtOH

Ensayo de inhibicion progresiva con el tiempo:

Se aplicaron varios modelos matematicos correspondientes para analizar los resultados (apartado
4.10.). El modelo que mejor se ajustd de acuerdo al criterio de test de la f fue el correspondiente a
una ecuacién correspondiente a dos componentes enzimaticos sensibles, uno mayoritario que se
inhibe, se reactiva y envejece (83%) con una ki media de 0,0119 +0,0019 pM™ min™, una ks media
de 0,0202+ 0,0033 min™ y kg 0,0088+ 0,0006 min™ (Tabla 5.5.). La kg para el componente
mayoritario es inferior a la obtenida en los experimentos de reactivacion (Tabla 5.6. y Tabla 5.7.),
sin embargo, si prefijamos kg como la media de las obtenidas en los experimentos de reactivacion
(0,0036 min™) y realizamos un nuevo ajuste obtenemos constantes similares a los experimentos

de reactivacion (Tabla 6.2.).
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Figura 6.1. Cinética de la inhibicién de la AChE humana por DSM en presencia de EtOH. Inhibicidn
aparente del componente E1 en el tiempo de reaccién enzima-sustrato

31



DISCUSION

Se obtuvo otro componente muy sensible que se inhibe en el tiempo de reaccién enzima-sustrato
(17%) (Figura 6.1.) con una k1 media de 0,0354+ 0,0003 uM™ miny ko de 0,32+ 0,22 pM™ (Tabla
5.5.). Es muy probable que este Ultimo se reactive y envejezca, sin embargo hay muy pocos puntos
en esta zona para poder confirmar esta hipétesis, k1 es la constante de inhibicién aparente y es

similar a las obtenidas en ausencia de etanol.

Como se observa en la Figura 5.6. |la actividad acetilcolinesterasa a tiempo 0 de inhibicién no es el
100 %, lo que implica que hay una inhibicién significativa durante el tiempo de reaccién con el
sustrato, un efecto de “ongoing inhibition” o inhibicidn adicional (Estévez y Vilanova., 2009). Se
observa que la actividad a este tiempo va disminuyendo conforme aumenta la concentracion de

inhibidor ensayada.

Tabla 6.2. Parametros obtenidos. ki es la constante de inhibicidn. ks es la constante de reactivacion. kg es la
constante de envejecimiento fijada. k1 es la constante aparente de inhibicién del componente 1(B). ko es
la constante de inhibicidn aparente del efecto “ongoing inhibition”. Se muestran los parametros estimados
de dos experimentos independientes. La sexta columna muestra los la kg fijada con el valor obtenido
experimentalmente en los experimentos de reactivacion.

Componente E (%) Ki/k1 (uUM*min*) ks (min*) kg (min?) ko (uM*) 15, (LM)
E1l 18,46 0,0360 0,17 0,64
15,31 0,0340 0,48 0,65
E2 81,54 0,0123 0,0158 0,0036 1,79
84,69 0,0101 0,0133 0,0036 2,24
Media Media E1 16,88 0,0350 0,33 0,66*
Desviacion estandar Desviaciéon estandar 2,23 0,0014 0,22
E1
Media Media E2 83,11 0,0112 0,0146 0,0036 2,10%*
Desviacion estandar Desviacién estandar 2,23 0,0016 0,0017 -
E2

* El dato que se muestra es la 150 obtenida con la ecuacion 4 en una hoja de calculo con las medias de los
diferentes parametros cinéticos obtenidos y realizando sucesivas iteraciones con diferentes valores de |
hasta conseguir un valor muy préximo a 50 % de actividad. (50+0.01 %)

Ensayos de reactivacion tras inhibicion con DSM:

La conclusion principal del analisis de la simple observacion de las curvas de reactivacion, es la
existencia de una pérdida de actividad con el tiempo tras alcanzar la maxima reactivaciéon de
actividad (Figura 5.7. y Figura 5.8.), debido al efecto del envejecimiento y de la concentracion

residual de DSM.

32



DISCUSION

Se aplicaron varios modelos matematicos para analizar los resultados (apartado 4.10.). El modelo
gue mejor se ajusté de acuerdo al criterio de test de la f fue el correspondiente a una ecuacion
correspondiente a un componente enzimatico que se inhibe, se reactiva y envejece. (Figura 5.7. y
Figura 5.8.), con una ki de 0,0167 + 0,0061 uM™ min™, una ks de 0,0152 + 0,0025 min™y kg de
0,0036 + 0,0022 min™ y una Is, media de 1,40 pM (Tabla 5.6.).

Se observa que mientras las constantes de reactivacién espontdnea y envejecimiento son
comparables a las obtenidas en el mismo ensayo sin EtOH en el medio, la constante de inhibicidn

es mucho menor con un 5% de EtOH presente.
Conclusion de los resultados de los experimentos en presencia de etanol en el medio:

Las contantes estimadas nos permiten deducir una 150 que indica que en presencia de EtOH la
actividad AChE es mas resistente a la inhibicién con DSM que en ausencia de EtOH.

En presencia de EtOH hemos obtenido unos parametros cinéticos semejantes en todos los
experimentos, obteniendo una ki en un rango de 0,0119-0,0167 uM™ min™, una ks en un rango de

0,0152-0,0202 min™, una kg entre 0,0036-0,0088 min™ y una lsg 1,40-2,10 uM.

6.3. Consideraciones finales

De los resultados obtenidos se observa que en presencia de EtOH la AChE es mas resistente a la
inhibicion por DSM que en ausencia de EtOH, al menos cuatro veces. Observaciones parecidas con
otros OPs en presencia de EtOH fueron publicadas por Fekonja et al. (2007) y O’Brien (1955).

Las contantes cinéticas obtenidas en ausencia de etanol son semejantes a las obtenidas por Worek
et al. (1999) en condiciones parecidas (ks=0,017min™; kg= 0,003 min™).

Las diferencias obtenidas por Bazire et al. frente al trabajo de Worek et al. puede ser a causa de
que usaban EtOH en el medio, siendo posible que el EtOH o alguna de sus impurezas puedan ser la
causa de las incertidumbres observadas por Bazire et al.

Por primera vez se han estimado pardmetros cinéticos en experimentos donde se observa
inhibicidn, reactivacién espontdnea y envejecimiento simultdneos con una concentracion residual
de DSM importante, siendo el perfil de las curvas obtenidas similar al perfil de las teorizadas por

Mangas (2010).
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7. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES FUTURAS

7.1. Conclusiones

1. La inhibicién de hAChE por DSM en ausencia y presencia de EtOH es progresiva con el
tiempo, y por tanto covalente.

2. La hAChE en ausencia de EtOH es cuatro veces mds sensible a la inhibicién con DSM que
en presencia de EtOH. La constante estimada de inhibicion es de alrededor de 0,0325-
0,0422 y una l5y alrededor de 0,55-0,71 en ausencia de EtOH y una ki de 0,0119-0,0167 con
una lsp de 1,4-2,1.

3. La hAChE inhibida por DSM se reactiva espontdneamente tanto en ausencia como en
presencia de EtOH, siendo su ks muy similar en ambos casos, alrededor de 0,0107-0,0328.

4. La hAChE inhibida por DSM es capaz de ser envejecida tanto en presencia como en
ausencia de EtOH, y su kg es parecida, alrededor de 0,0036-0,0088.

5. El modelo tedrico cinético que describe una situacion de inhibicién, reactivacion
espontdnea y envejecimiento simultdaneos ha sido Util y reproduce bien los datos
experimentales obtenidos.

6. De estos resultados se deriva que el EtOH tiene un efecto protector en la inhibicion por
OPs.

7. Lasincertidumbres propuestas en el trabajo de Bazire et al. (2011) pueden ser debidas a la

interaccion de EtOH en la reaccidn de inhibicién.
7.2. Proyecciones futuras

e Estudiar interaccidon de hAChE con otros inhibidores en ausencia y presencia de EtOH.

e Estudio estructural de esos organofosforados con hAChE en ausencia y presencia de EtOH
(ongoing inhibition).

e Estudio estructural de la AChE humana recombinante con DSM y EtOH unidos a los centros

activos mediante modelos in silico.
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