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RESUMEN

Las vesiculas sindpticas colinérgicas son organulos neuronales encargados del
transporte y almacenamiente de acetilcoling para su posterior liberacién en las
terminales nerviosas. El transportador vesicular de acetilcolina {TVA) es una proteina
de membrana que fransporta acetiicolina del citoplasma al interior vesicular. Una droga
catidnica llamada vesamico! inhibe la funcidn del TVA al enlazarse a un punto cercano
al sitic de enlace de la acetiicolina. A su vez, especies organomercuradas como e
cloroMBS inhiben la captacién de ["Hjvesamicol, al reaccionar con dos cisteinas
criticas en el TVA, agui denominadas cisteina 1 y cisteinag 2.

En el presente trabajo se caracterizé la reaccion de las cisteinas C1 y C2 de!
TVA con iodoMBS, mediante ensayos de captacion de [*Hjvesamicol en vesiculas
sindpticas del Grgano eléctrico del pez Torpedo californica. Los efectos de las
concentraciones de iodoMBS y yoduro, pH vy fuerza iénica fueron estudiados. Se
desmostré que la reaccién de la cisteina 1 con iodoMBS es irreversible, mientras que la
reaccion de la cisteina 2 con iodoMBS presenta un equilibrio sensible al pH y a las
concentraciones de ion yoduro vy de iodoMBS.

Los equilibrios en disolucidn del iodoMBS fueron caracterizados, mediante
estudios de potenciometria y resonancia magnética proténica. Se encontrd que el
iodoMBS es capaz de coordinarse con un segundo yoduro y que dicho equilibrio de
coordinacidn afecta a la reaccién del TVA con el iodoMBS.

Por otro lado, se realizé un estudio de competencia directa [PH]vesamicol-yoduro
con vesiculas sindpticas del drgano eléctrico del pez Torpedo californica. Se encontrd
que el yoduro interacciona con el TVA e inhibe la captacion de [PHvesamicol. La
interaccién del yoduro con el TVA se encuentra relacionada con el sitio de enlace del
vesamicol en el TVA.

Finalmente, a partir de todas las observaciones realizadas, se propuso un
madelo que describe las interacciones entre el TVA, el iodoMBS y el i6n yoduro. El
modelo fue ajustado satisfactoriamente a los resultados de un experimento
representativo del sistema en estudio,



Our deepest fear is not that we are inadequate,
our deepest fear is that we are powerful beyond measure.
it is our light, not our darkness, that most frightens us.

Nelson Mandela



CAPITULD 1
INTRODUCCION

El estudio del proceso de neurotransmision es muy importante para la
comprension de la comunicacién neuronal. Una de sus etapas es el transporte de
neurctransmisores, como la acetilcolina. Las vesiculas sindpticas colinérgicas son
organulos neuronales encargados del transporte y almacenamiento de acetilcoling,
para su posterior liberacién en las terminales sindpticas. Las vesiculas colinérgicas
poseen una prateina de membrana que transporta acetilcolina del citopiasma af interior
vesicular, conocida como transportador vesicular de acetilcolina (TVA).

Una droga catidnica llamada {-)-trans-2-(4-fenilpiperidino)ciclohexanol
(vesamicol) inhibe el transporte de acetilcolina al ser captado por ef TVA (Parsons et
al., 1993). Se ha demostrado que los sitios de enlace del vesamicol y de la acetilcolina
se lraslapan (Keller y Parsons, 1998c). Por ello, los ensayos de captacion de
{’H]vesamicol en vesiculas sinapticas del drgano eléctrico del pez Torpedo californica
son una herramienta muy Gtil para los estudios de modificacion quimica del TVA y para
la caracterizacion de! sitio de enlace de la acetilcolina. Hasta el momento, se sabe de
la existencia de una histidina y dos cisteinas criticas para la captacion de vesamicol, y
se ha demostrado que una de esas cistelnas se encuentra en el sitio de enlace de la
acetilcolina (Keller y Parsons, 1998a, by ¢).

Los compuestos organomercurados son ampliamente utilizados en estudios de
madificacion quimica de proteinas. Especies organomercuradas como el cloroMBS
inhiben ta captacion de vesamicol, al reaccionar selectivamente con las dos cisteinas
criticas en el TVA . En el presente trabajo, se caracterizé la reaccién de dichas
cisteinas con la especie iodoMBS. Los efectos de las concentraciones de ién yoduro y
de iodoMBS, la fuerza idnica y el pH fueron estudiados, mediante el uso de ensayos de
captacién de [°H]vesamicol en vesiculas sindpticas del drgano eléctrico del pez
Torpedo californica. La captacion de [*Hjvesamicol fue un indicador de la modificacion
del TVA,



Los equilibrios en disolucion de especies organomercuradas comoe el icdoMBS
no han sido caracterizados, pero pueden tener un efecto importante en la reaccién de
las cisteinas del TVA con el iodoMBS. En el presente trabajo, se estudiaron también los
equilibrics de coordinacion de la especie mercuriobencensulfonato con iones hidréxido
y yoduro. Esta informacion es de gran utilidad para una mejor comprension y
caracterizacién de la reaccion del TVA con el icdoMBS,

Por ofro lado, se ha informado que el transporte de acetiicciina es inhibido por
aniones como el tetrafenilborato (Anderson et al.,, 1983b). Para investigar si el idn
yoduro es capaz de interaccionar con el TVA e inhibir Ia captacion de ["Hivesamicol, se
realizé un estudic de competencia directa [*Hlvesamicol-yoduro. Los resultados de
dicho estudio son dtiles para una mejor comprension de los equilibrios en disolucién
del TVA con el idn yoduro y protones, los cuales tienen un efecto importante en la
reaccion de las cisteinas del TVA con el iodoMBS.

A partir de! analisis de todos los resultados obtenidos, se propusc un modelo
que ayuda a la comprension de las interacciones entre el TVA, el iodoMBS vy el ion

yoduro.



Nothing in life is to be feared,
it is only fo be understood,

Marie Curie



CAPI{TULO i
ANTECEDENTES

{l.1. Organizacién neuronal

El ser humano poses una gran capacidad de percepcion, procesamiento y
almacenamiento de informacidn, comunicacion, toma de decisiones y accidén. Todo esto
es posible gracias a la organizacién del sistema nervioso, cuyas unidades celulares
son las neuronas y las células gliales. Se estima que el cerebro humano contiene 10"
neuronas, que se comunican entre si especifica y concertadamente. La comprension
de los mecanismos de comunicacién entre neuronas es clave importante para entender
el funcionamiento del sistema nervioso.

Las neuronas poseen cuatro regiones morfelogicas definidas: el cuerpo celular,
las dendritas, el axén y las terminales sinapticas (figura 2.1). El cuerpo celular es el
centro metabdlico de la neurona, y las dentritas son ramificaciones receptoras que
captan las sefiales procedentes de otras neuronas. El axon es la unidad conductora
principat que transporta informacion; en su extremo se localizan las terminales
presindpticas, donde se transmite la informacion a las terminales postsinapticas de
otras neuronas. La neurona que transmite la informacién es referida como céluta
presinaptica, y & la neurona que recibe la informacion se le llama célula postsinaptica.
Al punto de contacto se le llama sinapsis, y el espacio entre las células que se
comunican es conocido como espacio intersinaptico (Kandei, 1991).

La transmision sindptica puede ser eléctrica o quimica; esta Udltima es la mas
comun en el cerebro de los vertebrados. En la neurofransmision quimica, un impulso
eléctrico en la célula presindptica induce la liberacidn de una sustancia quimica,
llamada neurotransmisor, hacia el espacic intersindptico. El neurotransmisor liberado
activa los receptores de la terminal postsinaptica para generar otro impulso eléctrico
que transmite la informacion a la célula postsindptica. Por todos los pasos
involucrados, la transmisién sindptica quimica es mas lenta, pero presenta la ventaja
de que la senal transmitida puede ser amplificada (Kandel et al., 1991),



Existen diversos tipos de neurotransmisores, y las terminaies nerviosas son
llamadas de acuerdo al principal neurotransmisor con que funcionan. Una terminal

colinérgica es aquélia que contiene acetilcolina como neurotransmisor.

dendrita terminal sindptica

ceuerpo celular

Figura 2.1. Unidades morfologicas de una neurona.

I1.2. Neurofransmision colinérgica

Sintesis_liberacion y degradacion de la acetilcolina

La estructura de la acetilcolina se muestra en Ia figura 2.2, donde se observa

claramente el grupo acetilo, y el grupo colina (trimetiletitamina) cargado positivamente.

Hac\ (I)
HaC— N+

Sl \/\0)\
HaC

Figura 2.2. Estructura de la acetiicolina.



Los pasos principales en el metabolismo de ia acetilcolina se esquematizan en
la figura 2.3. La colina entra al citoplasma de la terminal presindptica por medic de un
sistema de captura que depende de iones sodio, y que posee una gran afinidad por la
colina {Kuhar y Murrin, 1978). La colina es acetilada en el citopiasma por la enzima
colina-acetiltranferasa, dando lugar a la acetilcolina La coenzima requerida para este
proceso es la acetil coenzima A, que es la especie donadora del grupo acetilo.

A excepcion de una pequefia fraccion gue se fuga de la terminal nerviosa a
través de la membrana citoplasmatica, la mayor parte de ‘Ia acetilcolina sintetizada en
el citoplasma es almacenada en las vesiculas sindpticas para su posterior liberacion de
la terminal nerviosa. Los almacenes de acetilcoling son pequefios organulos llamados
vesiculas sinapticas. El transportador vesicular de acetilcolina (TVA) es la proteina
responsable del transporte de la acettlcolina a través de la membrana vesicular.

Cuando la terminal nerviosa recibe un impulso, las vesiculas sinapticas
cargadas con acetilcolina sufren exocitosis, es decir, se fusionan con la membrana
citoplasmética y liberan acetilcolina en el espacio intersindptico. La acetilcolina
liberada activa a los receplores de la terminal postsindptica para propagar la sefal.
Posteriormente, [a acefilcolinesterasa presente en el espacio intersinaptico hidroliza a
ia acetilcolina para dar lugar a acetato y colina; esta Ultima es trasportada al interior de

la terminal presinaptica para cerrar el cicio metabdlico de la acetilcolina (figura 2.3).

Caracteristicas de las vesiculas colinérgicas
Las vesiculas sindpticas tienen forma esférica, se originan en el aparato de

Golgi y son transportados a través de microtibulos hasta la terminal nerviosa. Dicho
transporte es muy lento en comparacién con la velocidad a la que las vesiculas
colinérgicas liberan acetilcolina durante periodos de actividad, por lo que las vesiculas

sinapticas en ia terminal nerviosa deben ser recicladas.
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Figura 2.3. Esquema del metabolismo de la acetilcolina en la sinapsis. La acetilcoiina
es sintetizada a partir de colina y acetilcoenzima A (ACoA) (1). Una pequefia fraccion
de la acetilcolina se fuga a través de la membrana citoplasmética (2) y el resto es
almacenado en las vesiculas sindpticas (3). La acetilcolina es liberada en el espacio
intersinaptico (4), donde activa a receptores especificos (5 y 6) y es hidrolizada por la
acetilcolinesterasa (7). La colina es transportada al interior de la terminal sinaptica (8).
Tomado de Dunant e Israel (1985).

El ciclo de vida de las vesiculas colinérgicas se muestra en la figura 2.4, Un
impulso en la terminal nerviosa deriva en el incremento de la concentracién de iones
calcio, y las vesiculas cargadas con acetilcolina responden a dicho incremento
fusionandose con la membrana presinéptica vy liberando su contenido en el espacio
intersinaptico (exocitosis). Posteriormente, la membrana vesicular es resellada para
reconstituir a {a vesicula sindptica (endocitosis}, la cual es recargada con acetilcolina
para continuar en el ciclo. Las vesiculas colinérgicas participan en este ciclo al menos
20 veces antes de ser reemplazadas por vesiculas nuevas (Jahn y Sudhof, 1993).



Se conocen al menos tres tipos de vesiculas colinérgicas (Parsons et al., 1993}

1. Vesiculas nuevas {VPy), gue se encuentran vacias y son trasladadas
del aparato de Golgi a la terminal sindplica.

2. Vesiculas de depdsito (VP1), que confienen acetilcolina y nunca han
sufrido exocitosis. Estas vesiculas se convierten en vesiculas activas
VP; cuando la ferminal es excitada.

3. Vesiculas activas (VP,), que se encueniran cerca de la membrana
presinaptica, sufren exociiosis y endocitosis, y son recargadas con
acetilcolina continuamente.

Figura 2.4. Ciclo de vida de las vesiculas sindpticas. Las vesiculas sinapticas nuevas
{VPy) son trasladadas del aparato de Golgi a la terminal sinaptica, donde acumulan
acetilcolina (VP4). Posteriormente, cuando 1a terminal recibe un impulso, las vesiculas
colinérgicas sufren exocitosis, y son recicladas y recargadas con acetilcoling

continuamente (VP:). Finalmente, son reemplazadas por vesiculas nuevas, (Parsons et
al., 1993).



I1.3. Vesiculas colinérgicas del 6rganc eléctrico del pez Torpedo

Vesiculas colinérgicas del pez Torpedo; un modelo de estudio

Gran parte de la informacion que se tiene acerca de las vesiculas colinérgicas
ha sido generada por estudios realizados en vesiculas fipo VP, aisiadas de! drgano
eléctrico del pez Torpedo. Estas vesiculas son muy Utiles para el estudio del transporte
y almacenamiento de acetilcolina, dado que son completamente colinérgicas v no se
conoce ningtn ofro neurotransmisor presente en estas preparaciones. La proporcidn
de vesiculas colinérgicas en los tejidos nerviosos de otros animales es muy baja, lo
cual hace gue su aislamiento sea mas dificil y menos costeable. Los primeros métodos
para el aislamiento y purificacion de vesiculas colinérgicas del pez Torpedo a gran
escala fueron desarrollados en la década de 1970 {Nagy et al., 1978; Carlson et al.,
1978; Ohsawa et al., 1979),

Las vesiculas colinérgicas aistadas del drgano eléctrico del pez Torpedo
presentan gran similitud en su contenido de acetilcoling, de ATP y de proteina, con
aquellas aisladas de otros tejidos animales (Parsons et al,, 1993). Asi mismo, se ha
demostrado que la liberacion cuantica de acetilcoling de las terminales nerviosas def
organo eléctrico es muy similar a aquella de las terminales nerviosas en musculos de
mamiferos (Dunant y Muller, 1986; Muller y Dunant, 1987). Estas observaciones
justifican el uso de las vesiculas colinérgicas del drgano eléctrico del pez Torpedo
como modelo de estudio, ya que proporcianan informacion relevante y confiable sobre
las vesiculas colinérgicas de distintas especies de vertebrados.

Propiedades de las vesiculas colinérgicas VP,

Las vesiculas VP aisladas del organo eléctrico del pez Torpedo poseen un
diametro de 80 a 90 nm. Su contenido de proteinas es bajo en comparacion con otras
membranas, y poseen un proteoglicano altamente inmunogénico gue constituye el 25%
del total de proteina vesicular (Parsons et al,, 1993).

Las vesiculas colinérgicas contienen acetilcolina en concentracion de 0.4 a 0.8
M, ATP 0.12 M, y GTP 0.02 M (Parsons et al., 1993). Aln no se conocen las funciones

9



de estos nuclebtidos, sin embargo se especula que el ATP debe tener alguna funcién
importante en la regulacién del transporte y/o liberacion de la acetilcolina. Asi mismo,
dada la baja concentracion de ATF en el citoplasma (10 mM), debe existir un
fransporiador de ATP en la membrana vesicular.

La concentracidn de la acetilcolina en el citoplasma de las terminales nerviosas
es alrededor de 4 mM, lo cual significa que el gradiente de concentraciones de la
acetilcoiina a través de la membrana vesicular es de 100 a 200. Gradientes del mismo
ordent e han observado en vesiculas colinérgicas aisladas de tejido nervioso en
mamiferos (Parsons et al., 1993).

Ademas de contener en su membrana al transportador vesicular de acetilcoling
(TVA), las vesiculas colinérgicas possen una ATPasa, encargada de generar el
gradiente proténico necesario para el transporte de la acetilcolina al interior de la
vesicula.

IL.4. El transportador vesicular de acetilcolina (TVA)

Transporte de acetilcolina

Dado que el gradiente de concenfraciones de acetilcolina a través de la
membrana vesicular es de alrededor de 100, se estima que la energia requerida para
mantener a la acetilcolina almacenada es alrededor de 3 Keal/mol de acetilcolina. Es
evidente entonces, que se requiere de cierta energia para transportar a la acetilcolina
del citoptasma al interior de las vesiculas sindpticas. Dicha energia es proparcionada
por un gradiente de concentraciones de protones, que es impuesto por una ATPasa
que también se encuentra en la membrana vesicular.

La ATPasa es una proteina que se activa con iones magnesio ¢ calcio, trabaja
en un rango de pH de 5.5. & 9.5, e hidraliza ATP como fuente energética para bombear
protones del citoplasma al interior de las vesiculas sindpticas (Parsons et al., 1993).
Una vez establecido el gradiente protdnico, el TVA transporta acetilcolina al interior de
ia vesicula y libera protones al citoplasma. El transporte de acetilcolina es entonces un

praoceso que cansiste de dos etapas: la farmacidn de un gradiente protdnico por una

10



ATPasa, y el transporie activo de acetilcoling por el TVA, inducido por el gradiente
proténico.

La acetilcolina se enlaza al TVA con una constante de disociacidon de 20 mM.
Sin embargo, ia constante de Michaelis asociada al transporte activo es de tan sélo 0.3
mM (Parsons et al., 1993). Un modelo cinético para el transporte activo de la
acetilcolina ha sido propuesto por Nguyen et al. {1998), quienes han demostrado que el
transporte de una molécula de acetilcolina va acompariade de la liberacién de dos
protones.

E! sitio de enlace para la acetilcolina en el TVA es muy poco selectivo; en
consecuencia, se han encontrade una gran cantidad de analogos de la acetilcolina que
son transportados al interior de la vesiculas sinapticas por el TVA (Bahr et al.,, 1992).

Por oftro lado, el transporie activo de acetilcolina es inhibido por farmacos como
el vesamicol {que serd descrito mas adelante) y varios compuestos analogos
{Anderson et al., 1983a); se cree que su inhibicion se debe a su capacidad para
enlazarse al TVA en un sitio cercano al sitic de enlace para la acetilcolina. Ademas de
especies catidnicas como el vesamicol, aniones como el tetrafenilborato también son
inhibidores del fransporte activo de acetiicoling, aunque su mecanismo de inhibicion se
desconoce (Anderson et al., 1983b).

Existe otro tipo de transporte, ilamado pasivo, que es de naturaleza idnica, y es
inhibiclo en presencia de iones calcio, magnesio y ATP. El transporte pasivo de
acstilcolina no requiere de un gradiente proténico y su mecanismo difiere del transporte
activo. Se cree que ocurre en vesiculas que recientemente han sufrido exocitosis y
endocitosis, y que una de sus funciones es liberar los iones sodio captados durante la
endocitosis.

El transportador vesicular de acetilcolina (TVA)

El transportador vesicular de acetilcolina de diferentes especies como el
nematodo C. elegans, el pez Torpedo, la rata y el humano, ha sido clonado y
expresado en lineas celulares de mamiferos como CV-1 (Alfonse et al., 1993; Varoqui

et al., 1994; Roghani et al., 1994, Erickson et al., 1994; Usdin et al., 1995 y Erickson et
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al., 1896). El TVA en ias vesiculas singpticas del drgano eléctrico del pez Torpedo
contiene 515 aminoécidos y probablemente doce dominios transmembranales. No se
sabe en qué parte del transportador se encuentra el sitio de enlace para la acetilcoling,
pero Song et al. (1997) demostraron que dos &cidos aspérticos que han sido
conservados en los dominios transmembranales 4 y 10, son esenciales para el
transporte activo de acetilcolina.

El TVA transporta varios analogos de la acetilcolina, que en muchos casos son
hasta 57% mas grandes que ia acefilcolina misma (Clarkson et al., 1992). Esia pobre
especificidad por la acetilcolina sugiere que se trata de un transportador con
conformacion del tipo de canal iénico cuando transporta acetilcolina (Bahr et al., 1992).

11.5. Estudios de modificacion quimica del TVA

Actualments, |la efucidacion de fas estructuras de proteinas se ha simplificado en
gran medida gracias al uso de técnicas espectroscopicas como la cristalografia de
rayos X o la resonancia magnética nuclear; sin embargo, los procesos de purificacion y
cristalizacion de proteinas de membrana, como el TVA, representan gran dificultad.
Dos métodos basicos que pueden ser usados para el estudio del TVA son: estudios de
mutagénesis dirgida y expresion del TVA, y estudios de modificacion quimica selectiva
del TVA in vitro.

Por estudios de modificacidn quimica no es posible determinar especificamente
que aminoacidos en la secuencia del TVA son criticos para su funcién, sin embargo, es
posible idetificar de qué fipo de aminoacidos se trata. Por ejemplo, si se identifica por
modificacion guimica que [isinas e histidinas son criticas para fa funcidn del TVA, los
estudios de mutagénesis se ven considerablemente simplificados, yva que el TVA
contiene sélo 17 lisinas y 4 histidinas, da entre tos 515 amino4cidos de su secuencia,
Asi, los estudios de modificacién quimica de proteinas pueden ser de gran utilidad para
simplificar los estudios de mutagénesis.
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Vesamicol: herramienta para el estudio def TVA
El estudio del TVA fue acslerado tras el descubrimiento de la droga sintética (~)-

trans-2-(4-fenilpiperidino)ciciohexanol, llamada vesamicol, que inhibe el transporte de
acetilcolina {Anderson et al., 1983a).

La estructura del vesamicol ser muestra en la figura 2.5, donde se observa la
presencia de una piperidina, que al protonarse semeja al grupo amino (cargado
positivamente) de la acetifcolina. El vesamicol se encuentra protonado cuando es
captado por el TVA, Kornreich y Parsons (1988) reportaron un pKa de 10.5 asociado al
grupo piperidina.

Figura 2.5. Estructura del vesamicol.

Un conjunto de evidencias experimentales demostré que el vesamicol inhibe el
transporte de acetilcolina porque se enlaza especificamente al TVA (Parsons et al.,
1993). Asi mismo, se ha detectado la presencia de una histidina, con pKa = 7.1, en el
sitio de enlace del vesamicol, cuya protonacién impide la captacién de vesamicol por el
TVA {Keller y Parsons 1988b)

Como se mencioné anteriormente, el transporte de acetilcolina requiere de la
actividad de dos proteinas: el TVA y la ATPasa. Por ello, al efectuar modificaciones
quimicas de las vesiculas colinérgicas para estudiar su efecto en el transporte de
acetilcolina, es dificil determinar si una inhibicién del transporte se debe a una
medificacion quimica en el TVA o en la ATPasa. Por el contrario, la captacién de
vesamicol se encuentra asociada (inica y exclusivamente al TVA (Parsons et al., 1993),
y si una modificacién quimica en las vesiculas sinapticas inhibe o altera la captacion de

vesarnicol, se puede asegurar que la modificacién quimica ocurrié en el TVA.
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Por o anterior, los ensayos de captacion de vesamicol presentan ventiaja frente
a los ensayos del fransporte de acetilcolina, como herramienta para los estudios de
modificacion quimica del TVA. Cualquier alteracion o inhibicién de la captacidn de
vesarnicol es una medida directa de la modificacion quimica efectuada en el TVA
exclusivamente.

Ademas, se ha demostrado que los sitios de enlace de la acetilcolina v e
vesamicol se encuentran muy cercanos uno del otro, e incluso se traslapan (Keller y
Parsons, 1998c). Por ello, la caracterizacion del sitic de enlace del vesamicol

proporcionara valiosa informacién sobre el sitic de enlace de la acetilcolina en el TVA.

Modificacién guimica con compuestos organomearcurados

Los compuestos organomercurados {figura 2.6) son comunmente utilizados en
estudios de modificacién quimica en proteinas, ya que reaccionan especifica y
reversiblemente con cisteinas. Estos compuestos presentan constantes de disociacién
que varfan de 107 a 10% M, dependiendo de las condiciones de acidez y otras
variables (Simpson, 1861).

Existen otros reactivos quimicos selectivos para cisteinas, como por ejemplo el
metantiosuifonato de S-metilo (MTSM). En la figura 2.7 se muestra como estos
reactivos modifican a las cisteinas,

La modificacién quimica de cisteinas en el TVA con algunos compuestos
arganomercurados, resulta en la inhibicién del transporte activo de acetilcolina
(Parsons y Koenigsberger, 1980) y de la captacion de vesamicol (Kornreich y Parsons
1988). El grado de inhibicidn de la captacion de vesamicol depende del tamarfio de los
sustituyentes en el compuesto organomercurado yfo del tamafio del agente quimico
utilizade (Keller y Parsons, 1998a). En la tabla 1 se enlistan las constantes de
disociacion del vesamicol captado por el TVA, después de la modificacién del TVA con
diferentes reactivos. La inhibicién de captacidn vesamicol por los reactivos quimicos

enlistados es reversible con agentes como el B-mercaptoetanol.
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CHz—Hg - ¢l clorro de metimercurio

CH3 - CHp—Hg —Cl cloruro de stilmercurio

@— Hg—Cl cloruro de fenilmercurio
_303© Hg~C! p-cloromercuriobencensulfonato

Figura 2.8. Estructuras de algunos compuestos organomercurados.

R—8-H + R-Hg-Cl ——» R-8§-Hg-R+CIF+H*

cisteina compuesto
organomercurado
? O
[ I
R-S-H + He,C—IS~S~ CH3 —» R-S-8 CHz +H3C-S: + H*
1
. I
0 o
cisteina  metantiosulfonato
de S-metilo

Figura 2.7. Modificacion de cisteinas con reactivos quimicos selectivos.
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Tabla 1*

Reactivo quimico Constante de disociacién de vesamicol

- 38x08nM
metantiosulfonato de

S-metilo 59+1.2nM

cloruro de metilmercurio 1562+ 3.1 nM

cloruro de etilmercurio 240 46 nM

acetato de fenilmercurio 49+0.5 uM

p-clorobencensulfonato 4.2+ 0.8 uM

*Tomado de Keller y Parsons (1298a).

La inactivacion de la captacion de vesamicol por la especie p-
clorobencensulfonato (cloroMBS) ha sido estudiada en detalle por Keller y Parsons
{1998a y c), y ha proporcionado informacion muy importante sobre los sitios de enlace
del vesamicol y la acetilcolina en el TVA. Se han identificado al menos dos diferentes
cisteinas que son modificadas por el cloroMBS, aqui referidas como cisteina 1 y
cisteina 2. La cisteina 1 reacciona Gnicamente con compuestos organomercurados,
mientras que la cisteina 2 reacciona con todo tipo de reactivo selectivo para cisteinas,
incluyendo compuestos organomercurados. La modificacion de cualquiera de estas dos
cisteinas con la especie cloroMBS da lugar a la inhibicién de la captacion de
vesamicol. Se ha conciuido que ambas se encuentran en una cavidad donde la cisteina
2 se localiza en la parte mas interna del canal, mientras que la cisteina 1 se encuentra
mas cercana al citoplasma y esta impedida estéricamente.

La cisteina 1 ha sido relacionada con el sitio de enlace de 1a acetilcolina y del
vesamicol. La secuencia de aminoécidos del TVA del pez Torpedo ha sido clonado y
presenta sblo 8 cisteinas (Varoqui et al., 1994). La identificacién de las cisteinas
criticas aqui descritas facilitara |a localizacién del sitio de enlace de la acetiicolina y del
vesamicol.
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Yo vivo de preguntar, saber no puede ser lujo.

Silvio Rodriguez



CAPITULO 1t
PLANTEAMIENTO DFEL PROBLEMA
Y OBJETIVOS

La droga vesamicol es capaz de enlazarse al TVA e inhibir el transporte de
acetilcolina.  Estudios de meodificacion quimica del TVA con compuestos
organomercurados han contribuido a la caracterizacion de los sitios de enlace para la
acetilcolina y el vesamicol. Se han identificado dos cisteinas en el TVA que reaccionan
con compuestos organomercurados, como el cloroMBS, lo cual inhibe la captacion de
PHjvesamicol por el TVA. Kelier y Parsons (1998a y ¢) han estudiado en detalle la
reaccion de estas dos cisteinas con cloroMBS a pH neutro, en vesiculas sinapticas del
organo eléctrico del pez Torpedo californica.

Sin embargo, se desconacen los efectos del pH en la reaccién de compuestos
organomercurados con las cisteinas del TVA, vy no se ha caracterizado la reaccion con
especies organomercuradas donde el grupo saliente es un anién més hidrofdbico,
como es el caso del iodoMBS.

Por otro lado, los compuestos organomercurados se caracterizan por presentar
equilibrios en disolucién de naturaleza muy compleja. A pesar de que estos compuetos
son ampliamente utilizados en estudios de modificacion quimica de proteinas, sus
equiiibrios en disolucién no han sido caracterizados.

El presente estudio tiene comao objetivo principal:

» Estudiar y caracterizar la reaccion de la especie organomercurada iodoMBS
con las cisteinas del TVA, a través de ensayos de captacion de
[PH]vesamicol, en vesiculas sinapticas del 6rgano eléctrico del pez Torpedo
californica.

Dentro de los objetivos particulares se encuentran;

* Estudiar los efectos de las concentraciones de iodoMBS y yoduro, la fuerza
i6nica y el pH en la reaccion del iodoMBS con las cisteinas del TVA, a través
de ensayos in vitro y de captacion de [*Hjvesamicol, en vesiculas sinapticas
del pez Torpedo californica.
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« Determinar si un anién como el yoduro interacciona con ef TVA, a través de
un estudio de competencia in vitro [*Hlvesamicol-yoduro en vesiculas
sinapticas del pez Torpedo californica.

» Estudiar los equilibrios en disolucién del icdoMBS, por medio de técnicas

potenciometricas y de andlisis espectroscdpico.
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Asf como tenemos ojos para ver la fuz

y oidos para escuchar los sonidos,

fenemos un corazén para percibir con éf el tiempo,

y fodo el tiempo que no se percibe con el corazén
esta tan perdido como los colores del arcoiris

para un ciego, o ef canfo de un pajaro para un sordo.

Michael Ende



CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

IV.1. Reactivos quimicos

Et (-)-trans-2~(4-fenilpiperidino)ciclohexanol (vesamicol) fue sintetizado y
marcado con fritio por el Dr. Gary Rogers y el Dr. Stanley Parsons en ei Departamento
de Quimica de la Universidad de California, Santa Barbara, segin se describe en el
Apéndice.

El liquido de centelleo para la determinacion espectrofotoméirica del vesamicol
radioactivo fue adquirido de Cytc Scint ICN Biomedicals. La polietilenimina utilizada
para recubrir los filtros fue adquirida de los laboratorios Aldrich como disclucion acuosa
al 50% en peso. El agua deuterada fue adquirida de Cambridge Isotope Laboratories y
el hidréxido de sodio deuterado {NaOD} fue adquirido de Bio Rad Laboratories, en
solucion al 40% en D,0.

El yodure de potasio (KJ) utilizado en todos fos experimentos es de alta pureza
(99.99%) y fue adquirido de la compariia Alfa AESAR. Los demas reactivos quimicos
fueron adquiridos de las fuentes comerciales comunes.

La metodologia utilizada para la sintesis y purificacién del vesamicol tritiado, el
aislamiento y purificacion de las vesiculas sindpticas y la determinacion del contenido
de proteinas en las preparaciones vesiculares (ensayo de Bradford) se encuentra
descrita en el Apéndice.

IV.2. Ensayos de captacién de vesamicol tritiado en el filtro
Ensavo de captacién de vesamicol tritiado {captacién total)

Los ensayos de captacién de [*Hjvesamicol fueron realizados como se describe
a continuacién: una alicuota de 90 ulL de la suspensién de vesiculas sinapticas fue
pasada a través de un filtro precubierto con polietilenimina (ver Preparacion de filtros
en el Apéndice), que fue lavado al vacio con 1 mL de solucion amortiguadora de
titulacion fria (glicina 0.7 M, HEPES 0.1 M, EDTA 1 mM y EGTA 1 mM, ajustada a pH
7.8 con NaOH),
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Posteriormente, con ia valvula de vacio cerrada, 40 pl de la solucién de
[*Hivesamicol 400 nM fueron aplicados al filtro. Al cabo de un minuto de incubacion en
elfiltro, fa valvula de vacio fue abierta y el filtro fue lavado con cuatro porciones de 1
mi de solucion amortiguadora de titulacién fria, para eliminar el [*Hlvesamicol no
captado por las vesiculas sinapticas.

Ensayo de captacion no especifica de vesamico! tritiado

La captacién no especifica de [*H]vesamicol por el filtro o algun otro sitio en las
vesiculas sinapticas fue determinada para cada muestra siguiendo el procedimiento
anterior, pero utilizando una mezcla de [*Hlvesamicol 400 nM con vesamicol no
radioactivo en una concentracién 100 veces mayor (40 uM).

Los filtros fueron sumergidos en 3.5 mL del liquido de centelleo y el contenido de
tritio fue analizado con un contador de centelleo liquido (Beckman LS 3155T). Las
lecturas se obtuvieron en cuentas por minuto (cpm) y fueron convertidas a unidades de
picomol de ["Hjvesamicol captado por miligramo de proteina (pmol/mg}. La conversidn
de cpm a pmol/mg se encuentra detallada en el Apéndice.

La captacion no especifica de [*H]vesamicol fue restada de la captacion total, de
tal forma que los resultados presentados en las graficas corresponden a la captacion
especifica de [3H]vesamicol por la proteina. En los casos en que el ensayo de
captacion de [‘Hlvesamicol fue realizado por triplicado, los datos graficados

corresponden al valor promedio y las barras a la desviacion estandar.
IV.3. Estudio de la reaccién del TVA con iodoMBS

Para los estudios de inactivacion de captacién de vesamicol tritiado por
iodoMBS, se preparo una disolucién concentrada de cloroMBS (10 mM) con Ki (100
mM). Para asegurar la total disolucién del compuesto se utilizé dimetilsulféxide at 25%
en volumen. Esta disolucion fue siempre preparada el mismo dia al menos 30 minutos

antes de iniciar cada experimento para asegurar el total desplazamiento del ién cloruro.
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En todos los experimentos, las vesiculas sindpticas fueron diluidas hasta una
concentracion de 30 pg de proteina por mL de solucién amortiguadora, la cual contenia
HEPES 0.1 M con KI en [a concentracién indicada en cada figura, ajustado a pH 7.0
con NaDH. En el estudio de fuerza iénica, la solucidn amortiguadora también contenia
NaNO; en la concentracién indicada en la figura. Después de periodos de incubacion
de 15 a 45 minutos en la solucién amortiguadora, una alicuota de la solucion de
iodoMBS 10 mM fue adicionada a las suspensiones vesiculares para alcanzar la
concentracion de iodoMBS (de 40 uM a 360 pM) indicada en cada leyenda en la
seccion de resultados. Los ensayos de captacion de [*Hlvesamicol fueron realizados en
et filtro periddicamente después de la adicidn del iodoMBS, de acuerdo al protocolo
descrito,

En algunos experimentos la composicion de la suspension vesicular fue
modificada después de iniciada la reaccion con iodoMBS, para incrementar la

concentracion del Ki, sin alterar fa concentracion del icdoMBS y de protones.

Estudio de pH

En el estudio de pH se utilizé un amortiguador mixto de HEPES 50 mM y MES 50
mM. El pH fue ajustado con NaOH al valor indicado y se adicioné NaNQs para ajustar fa
concentracion de iones sodio al mismo valor paré todas las disoluciones en un mismo
experimento.

Las vesiculas sindpticas fueron incubadas a una concentracién de 30 pg de
proteina por mL, en la solucién amortiguadora del pH indicado, con Ki 50 mM. Después
de 15 a 45 minutos de incubacién, una alicuota de la solucidn de iodoMBS 10 mM fue
adicicnada para alcanzar la concentracion de iodoMBS indicada en cada leyenda (de
40 uM a 360 uM). Los ensayos de captacion de [sH]vesamicoi en el filtro fuercn

realizados después de 40 minutos de iniciada la reaccién.

Modificacion previa con metantiosulfonato de S-metilo (MTSM)

Se realizaron dos experimentos con vesiculas sinapticas modificadas con
MTSM: un estudio de concentraciones de iodoMBS y de KI, a pH 6.5, y un estudio de
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pH. Una disclucién de MTSM (1 mM) fue preparada en HEPES 0.1 M, pH 7.0, el mismo
dia, pocos minutos antes de iniciar el experimento. Las vesiculas fueron incubadas en
concentracion 300 ug/mi con MSTM 100 pM durante dos horas en HEPES 0.1 M, pH
7.0

Después de la modificacion con MTSM las vesiculas fueron diluidas hasta 30
ug/ml en la solucién amortiguadora correspondiente, para iniciar la reaccion con
iodoMBS. E! pH, las concentraciones de Kl y de iodoMBS utilizados se indican en cada
figura. Los ensayos de captacion de [*Hjvesamicol en el filiro fueron realizados
después de 40 minutos de iniclada la reaccion.

V.4, Estudio de competencia directa ['H]vesamicol - yoduro

Las vesiculas sindpticas (10 pg/mL) fueron incubadas con [*Hlvesamicol (2.5
nM) en un amortiguador mixto de HEPES 50 mM y MES 50 mM con la concentracion de
Kl 'y al pH indicados en la leyenda de |a figuras, en la seccidn de resultados. Después
de una hora de incubacién, 900 ul de la suspensién vesicular fueron filirados al vacio
a través de un filiro precubierto con polietilenimina, y el filtro fue lavado cuatro veces
con 1 mL de solucién amortiguadora de titulacion fria {glicina 0.7 M, HEPES 0.1 M,
EDTA 1 mMy EGTA 1 mM, ajustada a pH 7.8 con NaOH). Para determinar |a captacion
no especifica de [*Hjvesamicol para cada muestra, las vesiculas sinapticas fueron
incubadas bajo las mismas condiciones, con vesamicol no radioactivo {1 M)

Los filtros fueron procesados como se describié anteriormente. Los datos
graficados correponden a la cantidad de ["Hjvesamicol captado por mg de proteina.

IV.5. Estudio de los equilibrios en disolucién del iodoMBS

En el estudio de los equilibrios en disolucion del iocdoMBS se utilizd el
compuesto hidroxiMBS como materia prima, para mayor simplicidad de tos equilibrios
en disolucion involucrados. De haberse utilizado cloroMBS, la concentracion de iones
cloruro hubiése sido una variable mas.
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Esiudios de resonancia magnética protonica {RMP)

Se realizaron dos estudios de RMP: una titulacion del hidroxiMBS con Kl, v un
estudio de pH. Todas las muestras fueron preparadas en agua deuterada.

En ia titulacién con Ki, se anafizaron once muestras que contenian hidroxiMBS
{1 mM), amortiguador HEPES (10 mM) y diferentes concentraciones de Kl (de 0 a 200
mM), ajustadas a pD 7.0 con hidréxido de sodio deuterado (NaOD).

El estudio de pH se realizd a tres diferentes concentraciones de Kl (0,11 y50
mM). Las muestras contenian: hidroxiMBS (1 mM), Ki en la concentracion indicada, ¥
amortiguadores HEPES y MES (10 mM cada uno). £l pD fue ajustado al valor indicado
{de 5.0 2 9.0) con NaOD.

La muestras fueron analizadas a una temperatura controlada de 23°C, en
instrumentos Unity INOVA de 400 y 500 MHz. El nimero de acumulacicnes para cada
espectro fue de 64, lo cual equivale a un tiempo de andlisis de aproximadamente 15
minutos. En algunos de los casos, una presafuracion del espectro fue necesaria para

eliminar la sefial del disolvente y optimizar la proporeidn sefal : ruido en los espectros.

Titufacién potenciométrica

5 mL de una disofucién acuosa de hidroxiMBS 1 mM fueron titulados con Ki (10
mM), y el pH fue medido periddicamente. Las disoluciones fueron preparadas con agua
previamente hervida y almacenada en un recipiente sellado para reducir el contenido
de carbonatos. Durante Ia titulacién, la solucién fue burbujeada con nitrégeno v el
recipiente de titulacion fue sellado con parafilm. La disolucion de Kl fue preparada
inmediatamente antes de su uso a partir de yoduro de potasio de alta pureza,
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El ojo que ves no es
ojo porque tii lo veas;
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CAPITULO V
RESULTADOS

V.1. Estudio de la reaccion del TVA con iodoMBS

Efecto de la concentracién de voduro de potasio {Kl) v Ia fuerza iGnica

Las vesiculas fueron incubadas con iodoMBS (160 uM} a pH 7.0, y se observd
que la captacién de [PHjvesamicol fue inactivada en mayor proporcién a bajas
concentraciones de Kl {figura 5.1). La inactivacion fue completa en Kl 1.6 mM. En todos
tos casos, fa inactivacién ocurrié rapidamente y no se observd mayor avance de la
reaccion después de los cinco primeros minutos,

El iodoMBS (160 uM) también inactivo la captacion de ["Hlvesamicol a una baja

concentracion de Ki (1.6 mM), en presencia de altas concentraciones de NaNO; (figura

5.2).
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Figura 5.1. Efecto de la concentracion de Kl en la inactivacién de la captacion de
[’Hlvesamicol por iodoMBS (160 uM), en vesiculas sindpticas. Las vesiculas fueron
incubadas a pH 7.0 con KI 1.6 (-W-), 50 {-A-), y 250 mM {-®-). Las suspensiones control
contenian KI: 0 (-0-), 50 (-A-) y 250 mM (-O-), sin iodoMBS.
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Figura 5.2, Efecto de la fuerza idnica en la inactivacion de la captacidn de
[’H]vesamicol por iodoMBS {160 uM), en vesiculas sinapticas. Las vesiculas fueron
incubadas a pH 7.0 con KI 1.6 mM, y NaNQ, 50 (-O-) y 250 mM (-A-). Las
suspensiones control conteriian NaNQO; 50 (-®-) y 250 mM (-A-).

Efecto del i6n yoduro en el equilibrio de la reaccién

Después de 40 minutos de reaccién con iodoMBS (160 uM) a pH 7.0, en
presencia de Kl 1.6 y 100 mM, se incrementd fa concentracion de Kt 2 500 mM. En la
suspension vesicular con KI 1.6 mM, la captacién de [*Hlvesamicol fue inactivada
completamente a los 40 minutos de reaccién y al incrementar la concentracion de Kl se
recupert et 11% de la captacion de [*H]vesamicol {figura 5.3). Por otro lado, en la
suspension con Kl 100 mM, a los 40 minutos de reaccion la captacién de {*H]vesamicol
observada era del 25% y al incrementar la concentracion de Kl la captacién de

PHivesamicol se recuperd hasta un 50% (con respecto a la suspension control).
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Figura 5.3. Recuperacién de la captacion de [H]vesamicol por adicién de KI. Las
vesiculas sindpticas fueron incubadas a pH 7.0 con Kl 1.6 (-A-) y 100 mM (-m-),
Después de 40 minutos de reaccion con iodoMBS (160 uM), la concentracion de KI se
incrementé a 500 mM en ambas suspensiones: (-A-} y (-8-), respectivamente. La
captacién de ["Hivesamicol de cada suspensidn contro! (sin jodoMBS) es el punto
graficado al tiempo cero,
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En el siguiente experimento se incrementsd la concentracion de K1 a 500 mM en
una suspension vesicular con Kl 1.6 mM, a diferentes tiempos después de iniciada la
reaccion con iodoMBS (180 pM). La captacion de [*H]vesamicol recuperada disminuyo
exponencialmente con respecto al tiempo de reaccidn con una constante de velocidad
k=0.26+ 0.04 min" (figura 5.4).

200
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pmol PHivesamicol { mg proteina
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Tiempa de reaccién con iodoMBS {min)

Figura 5.4. Cinética de la recuperacion de la captacion de [*Hjvesamico! en vesiculas
sinapticas, por adicion de Kl. Las vesiculas fueron incubadas con Ki 1.6 mM, pH 7.0.
Se adiciond iodoMBS (160 pM) al tiempo cero. Periédicamente, la concentracién de Kl
se incrementd a 500 wM en alicuotas tomadas de ia suspensién. Después de 20
minutos de incubacién en Kl 500 mM, se realizé el ensayo de captacién de
PHlvesamicol en filtro {®}. Un modelo de decaimiento exponencial (—) fue ajustado a
los datos. La captacion de [*H]vesamicol de la suspension control (sin iodoMBS) es el
punto graficado al tiempo cero.
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Efecto del pH en la reaccidn con icdoMBS

Se realizdé un estudic de pH a tres diferentes concenfraciones de icdoMBS y Ki
50 mM (figura 5.5). La captacién de [*Hjvesamicol disminuy¢ a medida que el pH
auments; y para un mismo valor de pH, a mayor concentracién de iodoMBS, menor
captacion de [*H]vesamicol fue detectada. Estos datos fusron ajustados a un modelo

matemético que serd descrito en la seccién de Discusidn.
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Figura §.5. Efecto del pH en la reaccién del TVA con icdoMBS, a diferentes
concentraciones de iodoMBS, en vesiculas sindpticas. Las vesiculas fueron incubadas
al pH indicado con Ki 50 mM. El ensayo de captacion de [*H]vesamicol se realizd
después de 40 minutos de reaccién con iodoMBS 40 uM (-M-), 120 uM (-®-) y 360 uM
(-A-). Los resultados se presentan en forma de porcentgjes de captacion de
[°H]vesamicol con respecto a la suspension contral correspondiente (sin iodoMBS). Los
datos fueron ajustados a un modelo matematico (—) descrito en la seccidén de
Discusion.

28



Efecio de la modificacion con metantiosulfonato de S-metilo (MTSM)

Se realizé un estudic de variacién de concentraciones de iodoMBS v Kl con
vesiculas sinapticas previamente modificadas con MTSM. A manera de control, se
reatizdé el mismo experimento con vesicuias sindpticas intactas, gue no fusron
maodificadas con MTSM. En el experimento contral (figura 5.8), se observé mayor
captacién de ["Hlvesamicol al incrementar la concentracion de KI, y menor captacion de
[PHlvesamicol a mayor concentracion de iodoMBS. En cambio, en el estudio realizado
con vesiculas sinapticas previamente modificadas con MTSM (figura 5.7), ia captacién
de [*H]vesamicol fue practicamente la misma en todos los casos. La modificacidon con
MTSM eliminé el efecto del iodoMBS vy del K.

Un estudio de pH con K! (50 mM) fue realizado con vesiculas sinapticas
previamente modificadas con MTSM (figura 5.8). Paralelamente se realizé un
experimento control con vesiculas intactas, en el cual se observé el mismo efecto de
pH obtenido en el experimento de la figura 5.5. La inactivacion con iodoMBS en
vesiculas modificadas con MTSM no presentd ninguna dependencia con respecto al
pH. El porcentaje de captacion de [*H]vesamicol varié iregularmente del 62 al 82%.
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Figura 5.6. Estudio de variacién de concentraciones de iodoMBS y Ki con vesiculas
intactas (experimento control). Las vesiculas fueron incubadas a pH 6.5 con la
concentracion de Kl indicada. El ensayo de captacién de [3H]vesamicol se realizé
después de 40 minutos de reaccidon con iodoMBS: 40 uM (-1-), 80uM (-e-), 120 uM
(-0-) y 160 uM {-m-). Los resultados se presentan en forma de porcentajes de captacion

de [PHlvesamicol con respecto a la suspension contral correspondiente (sin iodoMBS)
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Figura 5.7. Estudio de variacion de congentraciones de iodoMBS y Kl con vesiculas
sinapticas previamente modificadas con MTSM. Las vesiculas fueren incubadas a pH
6.5 con la concentracién de Kl indicada. El ensayo de captacion de PHivesamicol se
realizd después de 40 minutos de reaccion con iodoMBS 40 uM {-00-), 80uM (-e-), 120
uM (-0-) y 160 uM (-M-), Los resuliados se presentan en forma de porcentajes de

captacion de [PHlvesamicol con respecto a la suspension control correspondiente (sin
iodoMBS).
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Figura 5.8. Ffecto del pH con vesiculas intactas (-®-) y vesiculas previamente
modificadas con MTSM (-R-). Las vesiculas fueron incubadas al pH indicado con Kl (50
mM). El ensayo de captacidn de ["Hlvesamicol se realizd después de 40 minutos de
reaccion con iodoMBS (160 uM). Los resultados se presentan en forma de porcentajes

de captacién de [°H]vesamicol con respecto a la suspension control correspondiente
(sin iodoMBS)
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V.2. Estudio de competencia directa ['H]vesamicol - yoduro

Las vesiculas fueron incubadas con [*H]vesamicol y Ki al mismo tiempo en un
estudio de competencia, y se observé que el Kl inhibe ia captacion de [PHlvesamicol, y
dicha inhibicion fue dependiente del pH {figura 5.9).

prmol ﬁH]vesamicoi fmog proteina

0 100 200 300
Concentracion de Ki (mM)

Figura 5.9. Competencia directa del yoduro en la captacidn de [*H]vesamicol por
vesiculas sinapticas. Las vesiculas fueron incubadas 40 minutos a pH 6.56 (-a-), 7.18
(-®-) y 7.81 (-m-) con [*H]vesamicol 2.5 nM y Kl en la concentracion indicada. Los datos

fueron ajustados a un modeio matematico (—), descrito en la seccion de Discusion.
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V.3. Estudio de los equilibrios en disolucion del iodoMBS

Estudios de resonancia magnética proténica (RMP)

El espectro de RMP del hidroxiMBS presenta en ia region aromatica dos
dobletes, aqui referidos como doblete A y doblete B, que corresponden a los dos tipos
de protones presentes en la molécula. La constante de acoplamiento de dos sefiales es
la diferencia entre sus desplazamientos quimicos. La constante de acoplamiento entre
los dos dobletes fue aproximadamente 0.250 ppm.

En los espectros det hidroxiMBS (1 mM) a pD 7.0 con diferentes concentraciones
de Kl, un segundo par de dobietes (referidos como C y D) surgio a partir de KI 0.5 mM.
La intensidad de los dobletes C y D incrementé con la concentracion de Kl, a la vez
que la intensidad de los dobletes A y B disminuyd (figura 5.10).

Las integrales de los dobletes C y D se graficaron en funcién de la
concentracion de Kl y se agjustd un modelo matematico con el programa Scientist
{Micromath) para determinar la constante de disociacion de la nueva especie formada,
la cual resultd ser Ky= 11 + 2 mM.

En los espectros del hidroxiMBS (1 mM) a diferentes niveles de acidez, las
constantes de acoplamiento y las integrales de los dobletes observados no variaron en
funcion del pD.

Titulacion potenciométrica

Los datos obtenidos de la titulacion potenciométrica fueron convertidos a valores
de concentracién de idn hidroxido (figura 5.11). Al adicionar Kl a la solucién de
hidroxiMBS se abservé un incremento en el pH. Un modelo matematico fue ajustado a
los datos con el programa Scientist (Micromath) para determinar la constante de
equilibrio de la reaccion involucrada (Kow = 0.096 + 0.003).
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Espectro 1

79 78 77 78 75 ppm

Espectro 3

7.9 78 77 76 7.5 ppm
FIGURA 5.10
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Figura §.10. Tituiacion de hidroxiMBS (1 mM) con Ki a pD=7.0. Espectro1: hidroxiMBS
en ausencia de Kl, se observan dos dobletes (A y B). Espectro 2: hidroxiMBS con K!
10 mM, se observan dos nuevos dobletes (C vy D} que integran para el 45% del
hidroxiMBS total. Espectro 3: hidroxiMBS con Kl 100 mM, los dobletes C y D integran

para el 83% del hidroxiMBS {ctal, mientras los dobletes A y B integran para el 17%
restante.
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Figura 5.11. Titulacién de hidroxiMBS (1 mM) con KI {10 mM). Datos experimentales
(-M-} y modelo matematico (—).
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Confidence comes not from always being right,
but from not fearing to be wrong.

Peter T. Mcintyre



CAPITULO VI
DISCUSION

Vi.1. Estudio de la reaccion del TVA con iodoMBS

Dos de las cisteinas presentes en el transportador de acetiicolina (TVA) fueron
identificadas por Keller y Parsons (1998a) por ser criticas para la capiacion de
vesamicol. La reaccion de dichas cisteinas con especies organomercuradas como el
cloroMBS o el iodoMBS resulta en la incapacidad del TVA para captar ["Hjvesamicol
{Kornreich and Parsons, 1988; Kelier y Parsons, 1998a). Para el andlisis de los
resultadios obtenidos en los estudios de inactivacion con iodoMBS, la captacion de
[PHjvesamicol es el criterio para determinar si la reaccidn entre las cisteinas del TVA v
el iodoMBS ha ocurrido o no.

Efecto de la concentracion de Kl y Ia fuerza idnica

En presencia de altas concentraciones de Kl (50 y 250 mM) no se obtuvo la
inactivacién completa de la captacién de [PHlvesamicol (figura 5.1). La captacion de
[’H]vesamicol en el estado de equilibrio depende de la concentracion de Kl Esto
significa que la reaccion con iodoMBS ocurre répidamente, pero es menos favorecida a
altas concentraciones de Kl. Keller y Parsons (1998a) estudiaron la reaccién del TVA
con varios compuestos organomercurados, y la presencia de altas concentraciones
(hasta 200 mM) de sales como el NaCl y el NaBr nunca interfirid con la reaccién en
estudio. Lo anterior sugiere que el efecto observado en la figura 5.1 es un efecto propio
del idn yoduro.

Los resultados presentados en [a figura 5.1 demuestran que es posible lograr
completa inactivacion de la captacién de [PHlvesamicol cuando la concentracion de Kl
es muy baja (1.6 mM). Ei haber obtenido completa inactivacidn a altas concentraciones
de NaNO, con Kl 1.6 mM {figura 5.2}, demuestra que la fuerza iénica de la solucion no
interfiere con la reaccion del TVA con el iodoMBS; es decir, que ef efecto observado no
es un efecto de la fuerza idnica.
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Efecto del i6n yoduro en el equilibric de la reaccién
El equilibrio de ia reaccion puede ser descrito por:

TVA (C1H,C2H) + 2RHgi < TVA (C1HgR,C2HgR) + 2H" + 2I’

{Ec. 1)
donde TVA (C1H,C2H) representa a la proteina con las dos cisteinas intactas en forma
-SH, RHgl es la especie coordinada iodoMBS, y TVA (C1HgR,C2HgR) representa a la
proteina con ambas cisteinas modificadas con la especie mercuriobencensulfonato (-
HgR). Esta dltima forma de la proteina practicamente no capta [’Hivesamicol en las
condiciones de los experimentos realizados.

Para lograr una mejor caracterizacion de la accién del yoduro en el equilibrio, se
hicieron reaccionar vesiculas sinapticas con iodoMBS a dos concentraciones de Kl (1.6
y 100 mM}, y una vez alcanzado el equilibrio se incrementd la concenfracion de Ki a
500 mM en ambas mezclas de reaccion (figura 5.3). Los resultados del experimento
coinciden con el equilibrio descrito: al incrementar la concentracidn de K, 1a reaccion
es menos favorecida y se observa un aumento en la captacion de [*H]vesamicol.

Por principios de termodinamica, al aumentar la concentracién del ién yoduro a
500 mM en ambas suspensiones se deberia alcanzar un mismo estado de equilibrie sin
importar el estado inicial. Es decir, que si se tratara de un sistema en equilibrio simple,
las dos suspensiones presentarian la misma captacion de ["Hjvesamicol después de la
adicion del K. Sin émbargo. las vesiculas que habian reaccionado con iodoMBS en Kl
1.6 mM presentaron una recuperacion de la captacion de [PHjvesamicol mucho menor
que las vesiculas que habian reaccionado en Kl 100 mM (figura 5.3). Este resultado
implica que la capacidad del yoduro para recuperar la captacion de [*Hjvesamicol
depende del estado inicial del sistema,

Se realizé un estudio cinético (figura 5.4} donde se observé que la capacidad del
yoduro para recuperar la captacién de ["Hlvesamicol en una suspensién vesicular con
una concentracion inicial de Ki 1.6 mM, decae exponencialmente al avanzar la reaccion
con iodoMBS. Dado que en presencia de Kl 1.6 mM las dos cisteinas del TVA

38



reaccionan rapida y completamente con iodoMBS, el resultado del estudio cinético
sugiere que una reaccion o un proceso secundario irreversible ocurre después de que
ambas cisteinas han reaccionado, de tal forma que el yoduro ya no es capaz de
desplazar el equilibrio y recuperar la captacién de [°Hjvesamicol. Dicho proceso
secundario podria ser un cambio conformacional de la proteina, el cual no pudo ser
detectado en el experimento anterior porque no tiene efecto alguno en la captacion de
[Hilvesamicol. La Unica evidencia de este proceso es que ia nusva especie ©
conformacion ya no participa en el equilibric arriba escrito y por tanto, un incremento
en la concentracidn det yoduro ya no es capaz de desplazar el equilibrio y recuperar la

captacion de ["H]vesamicol. £l esquema para dicho modelo serfa:

TVA (C1H,C2H) + 2RHgl < TVA (C1HgR,C2HgR) + 2H" + 21
U
TVA* {Ec. 2)
donde TVA* representa a la proteina en el nuevo estado o conformacion.

Ei decaimiento es de primer orden y la cantidad de proteina que se transtorma
en la nueva especie o conformacién (TVA* depende de la concentracion de proteina
modificada TVA {C1HgR,C2HgR), la cual a su vez depende del equilibric. A altas
concentraciones de idn yoduro, el equilibrio estd despiazado hacia la izquierda y la
concentracion de la especie TVA (C1HgR,C2HgR) es menor; por tanto, el proceso
secundario debe ser mas lento en presencia de altas concentraciones de yoduro.

Esta hipbtesis explica los resuitados del experimento anterior {figura 5.3). En la
suspension con Kl 1.6 mM el proceso secundario fue mucho més rapido y a los 40
minutos de reaccion practicamente toda la proteina habia sido transformada a la forma
TVA*, es por ello que la captacidn de [*Hjvesamicol recuperada al incrementar la
concentracion de yoduro fue muy pequefia. Mientras tanto, en la suspension con Kl
100 mM el praceso secundario ocurrié mas lentamente y a los 40 minutos de reaccion
todavia habia una cantidad considerable de proteina en la forma TVA (C1HgR,C2HgR),
cuya captacion de [*Hlvesamicol pudo ser recuperada al desplazar el equilibrio con un
incremento en fa concentracién de yoduro. De esta manera se expiica por qué la
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captacién de PHijvesamicol recuperada en la suspensién con Kl 100 mM fue

considerablemente mayor gue [a obtenida en {a suspension con Kl 1.6 mM.

Efecto del pH en la reaccién con iodoMBS

E! equilibrio arriba descrito (ec. 2) implica que debe existir un efecto de la
concentracidn de protones en la reaccion del TVA con iodoMBS. El estudic de pH
realizado (figura 5.5} demostrd que dicho efecto es apreciable en presencia de Kl 50
mM. A mayor concentracidn de protones, el equilibric es desplazade hacia la izquierda
y se obtiene mayor captacién de [*H]vesamicol; mientras que, al aumentar el pH, ia
concentracion de protones es menor, el equilibrio se desplaza hacia la derecha y la
captacion de [*H]vesamicol disminuye.

El estudic de pH fue realizado a diferentes concentracionds de iodoMBS v el
resultado fue congruente con el equilibric descrito: a mayor concentracion de icdomBS,
el equilibrio de la reaccion se deplaza hacia la derecha, y se observa menor captacion
de [*Hjvesamicol. El modelo matemético ajustado a estos datos sera descrito en detalle
mas adelante.

Estudios de modificacion con metantiosulfonato de S-metilo (MTSM)

El MTSM es un reactivo especifico para la modificacién quimica de cisteinas. Se
ha demostrado que el MTSM es capaz de reaccionar selectivamente con sélo una de
las dos cisteinas que reaccionan con compuestos organomercurados, la cual es aqui
referida como cisteina 2 (Keller and Parsons, 1998c¢). Cuando el TVA es modificado
con MTSM, el iodoMBS no puede reaccionar con la cisteina 2 (Keller and Parsons,
1998a). '

Para caracterizar la reaccion de fa cisteina 1 con iodoMBS, vesiculas sinapticas
previamente modificadas con MTSM se hicieron reaccionar con diferentes
concentraciones de iodoMBS, en diferentes concentraciones de Kl, y a diferentes
valores de pH (figuras 5.7 y 5.8)

Se esperaria que el equilibrio de la reaccidn de la cistelna 1 con iodoMBS

también fuera sensible a las concentraciones de iodoMBS, de protones y de yoduro.
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Sin embargo, cambios en el pH y las concentraciones de iodoMBS y yoduro no tuvieron
efecto alguno en la captacion de [3H]vesamicol {figuras 5.7 y 5.8). Los resultados de
estos dos experimentos demuestran claramente gue las concentraciones de yoduro,
iodoMBS y protones no tienen efecto en ef equilibrio de la reaccion del iodoMBS con el
TVA modificado con MTSM. La dnica forma de explicar estos resultados es considerar
que la reaccion de la cisteina 1 con el iodoMBS es irreversible, y por ello no responde
en absocluto a las concentraciones de iodoMBS, yoduro y protones. Esto significa que
los efectos del yoduro, iodoMBS y protones observados en experimentos previos,
estaban relacionados Gnicamente al equilibrio de la reaccidn de la cisteina 2 con
iodoMBS,

Se ha demostrado que la cisteina 1 no reacciona con el MTSM porque se
encuentra impedida estéricamente {Keller and Parsons, 1898c). La cisteina 1 reacciona
Unicamente con compuestos organomercurados gracias a que, a diferencia del atomo
de azufre del MTSM, el dtomo de mercurio es capaz de polarizarse y formar un enlace
con el azufre de la cisteina 1. Los resuitados de los experimentos con MTSM indican
que el enlace formado entre el mercurio y el azufre de [a cisteina 1 es muy estable y la
reaccion no puede ser revertida con altas concentraciones de yoduro o protones.

En contraste, el enlace del mercurio con la cisteina 2 presenta menor estabilidad
y en las condiciones de los experimentos presentados, es posible apreciar el equilibrio
involucrado y sus desplazamientos al variar las concentraciones de yoduro, iodoMBS y
pratones. De esta manera se explica por qué los efectos del yoduro, iodoMBS vy pH
observados anteriormente, desaparecen al bloquear a la cisteina 2 cori MTSM.

Esta es la primera vez que se detectan diferencias en las reactividades de las
cisteinas 1 y 2 frenie a compuestos organomercurados como el iocdoMBS. Esta
informacién sera de gran utilidad para futuros estudios de modificacion quimica del
TVA con compuestos organomercurados.
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VI.2. Estudio de competencia directa [*H]vesamicol — yoduro

Para investigar si existen interacciones entre la proteina y el yoduro, ias
vesiculas sindpticas fueron incubadas al mismo tiempo con yoduro y [3H}vesamicoi, de
tal forma que, si el yoduro interacciona con la proteina, dicha interaccion se ve
reflejada directamente en la captacion de [*H]vesamicol.

Los resultados expuestos en la figura 5.9 demuestran claramente que el yeduro
esta interaccionando con la protefna e inhibiendo la captacion de [3H]vesamico!. Dicha
interaccion depende del pH de |a suspensitn vesicular.

Para caracierizar la interaccion de la proteina con el yoduro, varios modelos
fueron propuestos. Aqui se discutird el modelo que mejor simuld los datos

experimentales, el cual considera los siguientes equitibrios:

I H#n fm
VAI £ TVA M (VAH), M= (TVAH, Non
Ki K K™
(Ec. 3)
[PHlves
, TVA <= TVA [*H]ves
{Ec. 4)

donde TVA representa a la proteina intacta, que participa en un equilibric de
protonacion con una constante de acidez K,, dando lugar a la especie TVA H'. Ambas
formas de la proteina, TVA y TVA H', se coordinan con el yoduro para formar a ias
especies TVA 'y TVA H' I, respectivamente, Se introdujo un coeficiente de Hill (n) en
el equilibrio de protonacion del TVA, y otro coeficiente de Hill (m}) en el equilibrio de la
reaccion del TVA protonado con yoduro. Por Gitimo, el TVA intacto capta [*H]vesamicol
para formar a la especie TVA [3H}ves, cuya constante de disociacién se expresa como
Kves. Cabe hacer notar que el modelo considera que las especies TVA H™, TVAT, vy TVA
H" I' no pueden captar [*HJvesamicot.

La constante de disociacion para los equilibrios de coordinacion con yoduro fue
considerada como ia misma K, sin importar si el TVA se encuentra protonadoe o no. Esto

significa que |a interaccién con el yoduro no se ve afectada por la protonacién del TVA,
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y el valor de K| es el mismo en ambos casos.

Las ecuaciones de ios equilibrios arriba descritos fueron insertadas en un
modelo matematico para simular los datos experimentales. Del trabajo de Keller y
Parsons (1998a), se sabe que el valor de la constante K..; es 3.8 + 0.8 nM; por lo que
las constantes K., K, n y m fueron los parametros ajustables. El analisis de regresion
dié por resultado un pKade 7.05+ 0.03, Ki=7025mM, n=15+01,ym =21+ 0.3;
siendo ia suma de los cuadrados de las desviaciones 2.4 x 10°, -

Keller y Parsons (1998b) demostraron la existencia de una histidina (pKa=7.1)
en el sitio de enlace del vesamicol, cuya protonacién inhabilita al TVA para captar
vesamicol. Esta observacion coincide con los resultados del modelo aqui presentado,
donde se considerd que la especie protonada TVA H' no puede captar [*H]vesamicol y
el valor del pKa estimado fue de 7.05. Es muy probable entonces, que el equilibrio de
protonacion descrito corresponda a la protonacion de la histidina presente en el sitio de
enlace del vesamicol,

La introduccidn de los coeficientes de Hill n y m fue justificada estadisticamente
y mejord significativamente fa simulacion de los datos experimentales. Cuando un
coeficiente de Hill positivo se encuentra asociado a un equilibrio, la reaccion o proceso
involucrado es de naturaleza cooperativa positivamente. En este caso, el modelo
sugiere que ia protonacién de la histidina del TVA es un proceso cooperativo, y que la
coordinacion de TVA con yoduro también es cooperativa cuando la histiding en el sitio
de enlace del vesamicol se encuentra protonada. El mecanismo de la inhibicién se
desconoce, pero resulta evidente que la interaccion del yoduro con el TVA se
encuentra intimamente relacionada con el sitio de enlace de! vesamicol.

Los resultados del estudio de competencia {3H]vesamico[—yoduro son muy
importantes, puesto que ésta es la segunda ocasién en que se detectan interacciones
del TVA con aniones. Anderson et al. {(1983b) han encontrado gque aniones como el
tetrafenilborato inhiben el transporte activo de acetilcolina tritiada, sin embargo, el
mecanismo de la inhibicién se desconoce. El experimento de competencia
f*Hjvesamicol - yoduro presenta una evidencia clara de que existen interacciones entre
el TVA y el yoduro, y que dichas interacciones afectan al sitio de enlace del vesamicol
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Estas observaciones sugieren la presencia de un sitio de enlace para aniones en el
TVA, que se encuenira relacionado con los sitios de enlace de la acetilcolina y el
vesamicol. La coordinacion de anionss con el TVA podria ser un mecanismo de
regulacion del transporte de acetilcolina, y por tanto, la caracterizacion de las
interacciones del TVA con aniones sera uno de los principales objetivos de

investigaciones futuras
VL3. Estudio de los equilibirios en disolucién dei iodoMBS

En la literatura no se han reportado las constantes de los eguilibrios en
disolucion del iodoMBS. Sdlo se conocen las constantes de disociacion de los
halogenuros del metilmercurio (Simpson, 1961), las cuales indican que la estabilidad
del enlace mercurio - halégeno aumenta segin:

Cl < Br<!«<OH
y 0.155 es ¢l valor estimado para la constante del equilibrio;
CH; HgOH + I' < CH;-Hg-l + OH

(Ec. 5)

Los equilibrios que pueden estar involucrados en las titutaciones del hidroxiMBS
con yoduro son: ‘

Na'+RHgOH + [ < RHgl + OH +Na"
{Ec. 6)
RHgl' + I' & RHglk*

{Ec. 7)
donde RHgOH' corresponde al hidroxiMBS, RHgI al iodoMBS, y RHgl,* representa a la
especie organomercurada coordinada con dos yoduros. Las constantes relacionadas a
estos equilibrios son: 1a contante del equilibrio entre el hidroxiMBS y el iodoMBS {Kow),
y la constante de disociacién del complejo RHgl* (K2). Para determinar si un segundo
yoduro se coordina al mercurio, se realizaron titulaciones por RMP y potenciometria,

cuyos resultados se discuten a continuacién.



Titulacion potenciométrica

En la titulacion potenciométrica del hidroxiMBS con K {figura 5.11), el pH
incrementd inmediatamente al adicionar Ki. Un modelo matematico, basado en los
balances de masa y electroneutralidad de los equilibrios descritos en las ecuaciones 6
y 7, fue ajustado a los datos experimentales. Los valores estimados para las constantes
fueron' Koy = 0.086 £ 0.003 y K; = 10+ 3 mM.

El valor estimado para la constanie Koy ©$ cercanc at valor de |a constante del
equilibrioc andloge con la especie metiimercurio (0.155), lo cual sugiere que el
mercuriobencensulfonato se comporta analogamente al metiimercurio, en lo que
respecta a su coordinacion con hidréxido y halogenuros.

Estudios de resonancia maagnética protdnica (RMP)

E! punto de enfoque para analizar los espectros de RMP fue la region aromatica
que abarca desplazamientos quimicos de 6.5 a 8.2 ppm. El espectro de RMP de la
especie hidraxiMBS presenta en la region aromdtica dos dobletes que corresponden a
los dos tipos de protones presentes en la molécula: dos hidrégenos H, en posicién orto
al mereurio, y dos hidrégenos H, en posicién orto al grupo sulfonato (figura 6.1).

Hp Ha

-S03 Hg- OH
Hb \Ha
Figura 6.1. Estructura de la especie p-hidroximercuriocbencensulfonato (hidroxiMBS).

Cuatro hidrégenos, dos H, ¥ dos Hy, presentan dos dobietes en la regién aroméatica del
espactro

En Ia titulacion realizada con KI a pD 7.0 se observé el surgimiento de otro par
de dobletes {C y D), lo cual demuestra la formacion de una nueva especie. A partir de
las integraciones de los dobletes C y D, se determing gue la constante de discciacion
de la nueva especie es 11 £2 mM.
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Los dobletes C y D fueron asignados a la especie RHgl,”, mientras que los
dobletes A y B fueron asignados conjuntamente al iodoMBS vy al hidroxiMBS. A
continuacion se discuten |as observaciones que soportan dicha asignacién,

En los estudios de pH, no se observaron cambios en (as integraciones de los
dobletes A, B, C y I al variar el nivel de acidez. Esto significa que el equilibric entre 1a
especie que genera los dobletes A y B, y 1a especie que genera los dobletes C y D no
depende del nivel de acidez, como es el caso del equilibrio entre ias especies RHgl" v
RHgl." (ec. 7).

De acuerdo a la constante Ko determinada por la tifulacion potenciométrica, la
sustitucion del hidréxido por yoduro (ec. 6) es muy favorecida cuando el pH se
encuentra amortiguado en 7.0. Por ejemplo, cuando se mezcla hidroxiMBS 1 mM con Kl
1 mM, a pH 7.0 (amortiguado), se desplaza el 97% del hidréxido, es decir, se forma
iodoMBS en concentracion 0.97 mM. La titulacién por RMP fue realizada a pH
controlado (7.0); por tanto, desde concentraciones tan pequefias como 1 mM, los
dobletes A y B representan a la especie icdoMBS, dado que practicamente todo el
hidréxido ha sido sustituido por yoduro.

Por dltimo, el valor de la constante de disociacién I, estimade por la titulacion
potenciométrica (10 + 3 mM) coincide con el valor estimado por el estudio de RMP (11
* 2 mM). La titulacion potenciométrica y los estudios de RMN demuestran entonces
que, efectivamente el yoduro se coordina con el iodoMBS para formar a ia especie
RHgl-*, cuya constante de disociacion es Kz = 11 +2 mM

Esta informacion es muy importante, ya que Jos compuestos organomercurados,
como el iodoMBS, son reactivos ampliamente usados en los estudios de modificacion
quimica de proteinas; conocer sus equilibrios en disolucion puede ser de gran utilidad
para fa comprension del compaortamiento del sistema en estudio.



V1.4. Modelo de las interacciones TVA - iodoMBS - yoduro

A partir del estudio de la reaccidn dei TVA con el iodoMBS, el estudio de
competencia del [*H]vesamicol con yoduro, y el estudio de ios equilibrios en disolucién
del iodoMRBS, es posible proponer un modelo que describa las interacciones entre el
TVA, el iodoMBS vy el yoduro. E! modelo propuesto se muestra en la figura 6.2,

TVA{C1H,C2H His) representa a la proteina intacta con la histidina critica
desprotonada. De acuerdo a los estudios de competencia ["Hjvesamicol - yoduro, la
especie TVA(C1H,C2H, His) participa en dos equilibrios, uno de ellos es ia coordinacion
con yodurc para formar a la especie TVA(C1H,C2H,Hisl), cuya constante de
disociacion es K, = 70 £ 5 mM. Por otro lade, el TVA{(C1H,C2H,His) se protona para
formar a la especie TVA(C1H,C2H,HisH"), i pKa asociado es 7.05 = 0.03 vy la
protonacidn es cooperativa con un coeficiente de Hill positivo: n = 1.5 £ 0.1. A su vez,
la especie protonada interacciona cooperativamente con el yoduro para dar jugar z la
especie TVA(CTH,C2H,HisH'T), la cual represemta a la proteina protonada y
coordinada al yoduro, la coordinacién con yoduro es cooperativa con un coeficiente de
Hilt positivo: m = 2.1 £ 0.3, y |la constante de disociacion K es 70 + 5 mM.

Los mismos equilibrios de protonacién y coordinacion con yoduro se proponen
para las especies TVA(C1HgR,C2H,His) y TVA(C1HgR,C2HgR His), las cuales
representan a la proteina desprotonada modificada en Ia cisteina 1 con icdoMBS, vy a la
proteina desprotonada modificada en ambas cisteinas, respectivamente. Pese a que no
se realizaron estudios de competencia [*Hlvesamicol-yoduro con estas dos especies, el
modelo supone que la medificacion de las cisteinas 1 y 2 con iodoMBS no impide las
reacciones de protenacion y coordinacion con yoduro.

De acuerdo con los estudios realizados en vesiculas previamente modificadas
- con MTSM, el modelo propone que la proteina desprotonada TVA{C1H,C2H, His) sufre
modicacion irreversible con icdoMBS en ia cisteina 1, formando a la especie
TVA(C1HgR,C2H His), la cual a su vez, se modifica con iodoMBS en la cisteina 2
dando lugar a la especie TVA(C1HgR,C2HgR His), que representa a la proteina
desprotonada y modificada con iodoMBS en ambas cisteinas. La modificacion en la
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cisteina 2 si es reversible y la constante asociada al equilibric se simboliza como K,
cuyo valor se desconoce.

Asociado a las modificaciones del TVA con iodoMBS, se encuentra el equilibrio
de coordinacion del yoduro con el iodoMBS para formar a ia especie RHgL”, cuya
constante de disociacion es K; = 11 + 2 mM. Cabe hacer notar que este equilibrio no es
relevante en el caso de la modificacion de la cisteina 1, dado que dicha modificacién es
irreversible; sin embargo, la formacion de la especie RHgl,” si tiene un efecto en el
equilibrio de la reaccién de la cisteina 2 con el iodoMBS (RHgF).

Finalmente, la proteina desprotonada y modificada con iodoMBS en ambas
cisteinas, TVA(C1HgR,C2HgR His), decae exponencialmente con una constante de
velocidad k = 0.26 + 0.04 min™ hacia una especie representada como TVA*. Es
importante hacer notar, que tratandose de una cinética de primer orden, la cantidad de
proteina que se ha transformado en la especie TVA* al tiempo t, depende de Ia
concentracion inicial de la especie TVA(C1HgR,C2HgR, His), Ia cual a su vez es fijada
por todos los equilibrios descritos en el modelo.

De todas las especies presentadas en el modelo, las Unicas que pueden captar
[*H]vesamicol son: TVA{C1H,C2H His), TVA(C1HgR,C2H, His), ¥
TVA(C1HgR,C2HgR His). Los equilibrios de captacién de [°H]vesamicol por estas
especies, y las constantes de disociacion correspondientes son:

TVA(C1H,C2H His) + [H]ves < TVA(C1H,C2H His)Hjves
Kves = 3.8 £ 0.8 nM (Ec. 8)
TVA(C1HgR,C2H His) + [PHlves < TVA(C1HgR,C2H,His)-Hives
Kvosto = ? (Ec. 9)
TVA(C1HGR,C2HgR His) + [*Hlves < TVA(C1HgR,C2HgR, His)-"H]ves
Kvestt = 7 (Ec. 10)

Del trabajo de Keller y Parsons (1998a) se sabe que la constante de disociacion
para el equilibrio con la proteina intacta desprotonada (k.s) es 3.8 + 0.8 nM; sin
embargo, se desconocen las constantes de disociacion del [PHjvesamicol con las otras
dos especies (Kvosto ¥ Kees11).
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El modeie aqui propuesto trata de conceptualizar las interacciones entre ef TVA,
el iodoMBS y el yoduro gue ocurren en el tubo de ensayo antes de realizarse el ensayo
de captacion de [*Hivesamicol en el filtro. Al filtrar 12 suspensidn vesicular y lavaria con
solucion amortiguadora de titulacion, el pH en el filtro es 7.8, las especies protonadas
se desprotonan y el yoduro coordinado se pierde; el dnico enlace que se conserva es
el enlace azufre-mercurio en las cisteinas madificadas con iodoMBS. Es decir, que los
equilibrios arriba descritos ocurren en el tubo de ensayo, y fijan la distribucion del TVA
entre las especies TVA(C1H,C2H, His), TVA({C1HgR,C2H His), ¥
TVA(C1HgR,C2HgR His}, que son las que captan [3H]vesamicol en el filtro.

A partir de los equilibrios descritos, se construyd un modeic matematico que fue
ajustado a los dalos experimentales del estudic de pH realizado a diferentes
concentraciones de iodoMBS (figura 5.5). En el modelo fueron insertados los valores
de todas las constantes de equilibrio conocidas, mientras que Kug, Kuesto ¥ Kvests fueron
las Gnicas incognitas del modelo. El modelo fue ajustado satisfactoriamente a los datos
experimentales y las constantes determinadas fueron: Kug = 488 + 128 M, Kyee1o = 45
40 nM ¥ kiestt = 7 £ 2 pM. El valor obtenido para la constante Kyg es cercano al valor
estimado para el equilibrio andloge con la especie metilmericurio {Simpson, 1981), o
cual apoya la  hipdtesis de que los equilibrios en disolucin  del
mercuriobencensulfonato son similares a los del metilmercurio.

La constante ki.sio 58 encuentra indeterminada, sin embargo, se sabe que su
valor debe ser muchc menor al de la constante K., dado que (a especie
TVA{C1HgR,C2H His) puede captar mas [HJvesamicol que la especie
TVA{C1HgR,C2HgR, His). El valor obtenido para la constante k.. &s razonable, ya
que en presencia de [*Hlvesamicol 400 nM, el porcentaje de captacion de [*H]vesamical
por la especie TVA(C1HgR,C2HgR His) es practicamente cero, lo cuat fue observado
en los experimentos donde la reaccion del TVA con iodoMBS fue completa.

Cada uno de los experimentos realizados contribuyeron para la construccion del
modelo aqui presentado. Si se considera la diversidad de las técnicas y los tipos de
experimentos realizados, es interesante el que un modelo pueda conjuntar todas las

observaciones y ser gustado satisfactoriamente a los resultados de uno de los
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experimentos representativos del sistema en estudio. La simulacion que s modelo
hace de los datos experimentales la validez de las hip6tesis e interpretaciones aqui
discutidas.

La importancia del modeio propuesto no radica en la veracidad y precisidn de los
equilibrios descritos, sino en haber demostrado que es posible construir una imagen
del sistema en estudio a partir de observaciones realizadas en diversos tipos de
experimentos.
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Si es real Ia luz blanca

de esta lampara, real

la mano que escribe, ;son reales
los ojos que miran lo escrito?

De una palabra a Ia otra
lo que digo se desvanece.,
Yo s¢é que estoy vivo
entre dos paréntesis.

QOctavio Paz



CAPITULO Vil
CONCLUSIONES

Mediante el uso de ensayos de captacion de [Hlvesamicol en vesiculas
sinapticas del drgano eléctrico del pez Tarpedo californica, se logro la caracterizacion
de la reaccion de ias cisteinas criticas presentes en el TVA con la especie
organomercurada iodoMBS. Los estudios revelaron que la presencia de altas
concentraciones de yoduro desfavorecen la reaccién de las cisteinas con el iodoMBS;
mientras que, 1a fuerza idnica de la suspension vesicular no tiene efecto alguno en Ja
reaccion.

Los estudios de modificacion quimica del TVA con MTSM demostraron que la
reaccion de la cisteina 1 con lodoMBS es irreversible. Por el contrario, la reaccion de la
cisteina 2 con iodoMBS presenta un equilibrio, gue es sensible a las concentraciones
de yoduro, iodoMBS y protones. El efecto de estos Gltimos fue notable, la reaccién de
la cisteina 2 con iodoMBS se ve muy favorecida a valores de pH altos.

Asi mismo, se observo que el TVA modificado en ambas cisteinas con iodoMBS
sufre un procesc secundario de naturaleza desconocida, para dar lugar a una especie
que ya no participa en los equilibrios con el yoduro y el iodoMBS.

Los equilibrios en disolucion del iodoMBS en presencia de ion yoduro fueron
caracterizados por estudios de potenciometria y resonancia magnética protdnica. A
partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que el mercuriocbencensulfonato
©s analogo al metilmercurio en su coordinacion con i6n hidroxido y halogenuros Asj
mismo, se demostré que un segundo yoduro se coordina con el iodoMBS para dar
iugar a la especie RHgl,*, Cuya constante de disociacion es del orden de 11 mi.

Por ofro lado, los estudios de competencia directa [3H]vesamicol~yoduro en
vesiculas sinapticas del 6rgano eléctrico del pez Torpedo californica, demostraron
claramente que el i6n yoduro interacciona con el TVA e inhibe la captacién de
[3H}vesamlcol. Los resultados de este estudio sugieren Ja existencia de un sitio de
enlace para aniones en el TVA.
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Por Ultimo, en el presente trabajo se construyd un modelo a partir de todas las
observaciones realizadas en &l estudio de la reaccion del TVA con icdoMBS, el estudio
de competencia ["H]vesamicol-yoduro y el estudio de los equilibrios en disolucién del
iodoMBS. El modelo prepuesto ayuda a la comprension de las interacciones entre el
TVA, el iodoMBS y el yoduro; v puede ser de gran utilidad para futuros estudios de

modificacion quimica del TVA con compuestos organomercurados.
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APENDICE
Sintesis y marcaje radioactivo del vesamicol

La sirtesis del vesamicol se llevé a cabo de acuerdo al protocolo descrito
{Rogers et al., 1989). En resumen, la sintesis involucré la adicion del compuesto 4-
fenilpiperidina al oxido de ciclohexeno en medio etandlico. El producto de la reaccion
fue una mezcla racémica de (+)-trans-2-(4-fenilpiperidino)ciclohexanol [(+)vesamicol},
ia cual fue resuelfa utilizando el monohidrato del acido (-)-di-p-toloudil-L-tartarico. Una
vez aislado el isémero (-)-trans-2-{4-fenilpiperidinc)ciclohexanol en forma de
clorhidrato, la forma radioactiva fue preparada por reduccion con °H, sobre 10% de un
catalizador de paladio (Pd/C) en medio etandlico. La actividad del compuesto marcado
([*H](-)vesamicol) fue determinada por espectrofotometria de masas y resulté ser 32.6
Ci/mmol (Rogers et al., 1989). La sintesis y marcaje del (-)vesamicol fue realizada por
el Dr. Gary Rogers y el Dr. Stanley Parsons. Para efectos del presente estudio, el
trabajo experimental inicié con la purificacion del vesamicol tritiado.

Purificacién del vesamicol tritiado

Un mb del clorhidrato de [*H)(-)vesamicol impuro fue evaporado por
centrifugacion de alta velocidad al vacio. El producto fue suspendido en diclorometano,
y se adiciond solucién acuosa de NaOH 1 M para lograr la neutralizacién del
clorhidrato. Ei [*Hjvesamicol neutralizado fue separado de la mezcla por extracciones
sucesivas con diclorometano, y las fracciones colectadas fueron secadas con sulfato
de sodio anhidro.

Una columna de cromatografia fue preparada con silica gel en diclorometano, y
empacada en una pipeta Pasteur con fibra de vidrio en la parte inferior. Se adicioné
hexano a la disolucién del producto en diclorometano, y la mezcla se pasé por la
columna, seguida de porciones de 5 mL de diclorometano con isopropanol en

concentracion creciente de 0 a 16% en volumen. Las fracciones fueron colectadas y
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analizadas en un contador de centellec, previa dilucién 1:5000 en el liquido de
centelleo. Las fracciones con ef maximo contenido de fritio fueron colectadas, el
diclorometano fue evaporado por burbujeo directo de nitrdgenc en la disolucion y el
isopropano! fue evaporado por centrifugacion de alta velocidad al vacio. El vesamicol
tritiado puro fue redisuelto en disclucién amortiguadora de titulacion {glicina 0.7 M,
HEPES 0.1 M, EDTA 1 mM y EGTA 1 mM, gjustada a pH 7.8 con NaOH), hasta una
concentracion de 0.4 mM (6 mCi/mL aprox.). La solucién resultante fue almacenada a

4°C para su uso posterior.

Aislamiento y purificacién de las vesiculas sinapticas VP;

Las vesiculas sindpticas VP, fueron aisladas del 6rgano eléctrico del pez
Torpedo Californica, de acusrdo al protocolo descrito por Gracz y Parsons {1896). Los
peces vivos fueron obtenidos de pescadores locales en la zona de Santa Barbara,
California, y colocados en tanques con agua de mar previamente filtrada. Durante 30 5
dias, los peces fueron conservados en ese lugar para lograr su recuperacion de Ia
captura. Posteriormente, los peces fueron colectados y disectados para extraer los
drganos eléctricos, ios cuales fueron inmediatamente congelados con nitrégeno liquido
y almacenados a -80°C,

Cada vez que una preparacion de vesiculas sinépticas VP, era requerida, 400 g.
del érgano eléctrico congelado fueron tratados de acuerdo al protocolo descrito por
Gracz y Parsons (1996). En resumen, el procedimiento incluyé homogeneizacion del
tejido, separacién por centrifugacidn can gradiente de sacarosa y Ficoll, v equilibrio de
las bandas formadas en el gradiente de densidad. La banda correspondiente a las
vesiculas sinapticas VP, fue separada y adicionada a una columna de cromatografia de
exclusién molecular, empacada con gel Sephacryl S-1000. La columna fue alimentada
con solucion amortiguadora de columna (glicina 0.78 M, HEPES 5 mM, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, v NaN; al 0.01%. ajustada a pH 7.0 con KOH), y las fracciones de
eluyente fueron analizadas por espectrofotometria a 340 nm para la identificacion y

coleccion de aquellas fracciones que contenian a las vesiculas sinapticas VP,
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purificadas. La preparacién obienida fue concentrada hasta 2 o 3 mg de proteina por
mb de solucidn, ulilizando dispositivos de ulirafiltracion centrifuga Centricon {Amicon
Corporation)

Ei frabajo de aislamiento vy purificacidn de las vesiculas sinapticas fue realizado
por la laboratorista Laura Polacco; las preparaciones obtenidas fueron el punto de
partida para i0s experimentos realizados.

4 LA ﬁEBE
Ensayo de Bradford EST A ‘ﬁ-a‘;‘% gi.ﬁiﬁﬁu

diR Bt

El reactivo de Bradford fue preparado ci“gcuerdo al protocolo descrito por
Bradford (1976). 100 mg del colorante Azul de Coomassie fueron disueltos en 50 mL de
etanol al 95%, y 100 mL de una disolucidn de acido fosfdrico al 85% {peso en volumen)
fueren afiadidos. La disolucion resultante fue diluida hasta un volumen final de un litro,
y almacenada a 4°C para su uso en cada ensayo de Bradford.

Para determinar la concentracion de proteinas en cada preparacion de vesiculas
sinapticas se prepard una curva estandar a partir de una disolucion concentrada de
albumina sérica bovina (0.5 mg/mL) en solucién amortiguadora de columna (glicina
0.78 M, HEPES 5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, y NaN3 al 0.01%, ajustada a pH 7.8
con KOH). Varias disoluciones estandar que contenian de 0 a 15 ug de proteina en 5
mt. del reactivo de Bradford fueron preparadas. Por ofro lado una muestra con 5 ul de
la preparacién de vesiculas sinapticas en 5 mL del reactivo de Bradford fue preparada
por triplicado.

La absorbancia de las muesiras fue medida a 595 nm 10 minutos después de
haber mezclado los reactivos. Las absorbancias medidas fueron graficadas en funcion
de la cantidad de proteina contenida en cada estandar, y analizadas por regresién
lineal. La concentracion de proteina en las preparaciones de vesiculas sindpticas
fueron determinadas a partir de la curva de calibracion.

Cuatro diferentes preparaciones de vesiculas sindpticas VP, fueron utilizadas a
lo largo del presente estudio, y para cada una de ellas se realizé un ensayo de
Bradford.
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Preparacion de los filtros

Los filtros utilizados para los ensayos de captacién de [*Hlvesamicol fueron
filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F con poros de 0.7 um de didmetro, previamente
recubiertos con poietiienimina. Los filtros fueron suspendidos en una disolucion
acuocsa del polimero al 0.5% por tres horas, lavados con agua destilada, y secados en

una estufa por varias horas.
Conversion de cpm a pmoi/mg

Los datos fueron convertidos a unidades de picomol de [Hjvesamicol captado
por miligramo de proteina (pmol/mg). La conversién de cpm a pmolimg fue realizada
tomando en cuenta los siguientes datos y conversiones: (1) la eficiencia ;iel contador
de centelleo liquido fue 44%, (2) la conversién de cpm a curie es 1 mCi = 2.2x10° cpm,
(3) la actividad del vesamicol tritiado al tiempo del presente estudio fue 15 Cilmmol, y
{4) la cantidad de proteina filtrada fue 2.7 pg (90 ul de suspensién vesicular 30
pg/mL).
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ATP
cloroMBS
cpm
EDTA
EGTA

GTP
HEPES
hidroxiMBS
iodoMBS
MES

RMP
MTSM
TVA

ABREVIATURAS

trifosfato de adenosina
p-cloromercuriobencensulfonato

cuentas por minuto

acido etilediaminotetraacético

acido etilenglicol-bis-(§-aminoetiféter)-N,N'-
tetraacético

trifosfato de guanidina

acido N-[2-hidroxietiljpiperazina-N'-[2-etanosulfénico]
p-hidroximercuriobencensulfonato
p-iodomercuriobencensulfonato

acido 2-[N-morfolinjetanosulfénico
resonancia magnetica protdnica
metantiosulfonato de S-metilo

transportador vesicular de acatilcolina
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Es el tiempo que perdiste por tu rosa
lo que la hace ser tan importante.

El zorro, amigo de El Principito



