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Practica 2.2. Determinacion de la
actividad acetilcolinesterasa (AChE) en el
cerebro y musculo esquelético de peces

Efectos de contaminantes ambientales<,

P



Objetivo:

La determinacion de la actividad de la enzima AChE
constituye un biomarcador bioquimico especialmente
util en la evaluacion de los efectos toxicos de
plaguicidas, ya sea por su especificidad
como por su sensibilidad



Las neuronas se comunican entre si o con otras células
(ej. musculares) a través de sitios especializados, por
impulsos electroquimicos.
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Acetilcolina (ACh)

Sinapsis Colinérgicas:

- Uniones neuromusculares que involucran fibras
musculares esqueléticas.

- Varias conexiones neuronales en el sistema
nervioso central (SNC).

- Sinapsis neurona-neurona en el sistema nervioso
periferico (SNP).

- Uniones neuromusculares y neuro-glandulares de la
division  parasimpatica del sistema nervioso
autonomo (SNA).



Cerebro/Encéfalo Musculo Esqueletico




Potencial de accion

https://www.youtube.com/watch?v=ju4DTu8ysjo
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https://www.youtube.com/watch?v=ju4DTu8ysjo

Inhibicion de la Acetilcolinesterasa (AChE)

Acetilcolina (ACh)

Acetilcolinesteresa

Colina
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Contaminantes
Acetilcolina (ACh) ' Insecticidas
‘ ‘ organofosforados
‘ Metales pesados
Acetj@olin resa https://www.youtube.com/watch?v=L4Ry3npshJQ

https://www.youtube.com/watch?v=PNeOEvXtOmU



https://www.youtube.com/watch?v=L4Ry3npshJQ
https://www.youtube.com/watch?v=PNeOEvXt0mU

Inhibicion de la Acetilcolinesterasa (AChE)

Acumulaciéon de ACh en la
hendidura/espacio
sinaptico

Excitacion nerviosa
excesiva
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Contaminantes

Mercurio (HgCl,)

(contaminante antropogeénico)

Cobre (CuSO,)

(antifungico)
O ci_Ci
~P
Trichlorform (insecticida organofosforado) H3C0 / Cl
H3CO

OH




La determinacién de la se medira siguiendo el método de
Ellman et al. (1 961) (Biochem. Pharmacol. 7: 88-90)

1)  Acetiltiocolina (ATC) = acido acetico + tiocolina

2) tiocolina + acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)
9
2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina +

\

Con un maximo de absorbancia a 410 nm




Tampon de homogeneizacion: TRIS/HCI 0.1 M, Tritén 0.1 %, pH 8. Preparar 50 mL
Tampon de reaccion: TRIS 25mM, CaCl, 1mM, pH 7.6. Preparar 100 mL

Solucion de DTNB 10mM (acido5,5’-ditio-bis-nitrobenzoico)

Solucion de ACTI 20 mM (acetiltiocolina ioduro)

Solucion de HgCl, 5mM y 0.5 mM

Solucion de CuSO, 5mM y 0.5 mM

Solucion de Trichlorfon 50 MMy 5 mM
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‘F—f L 2 Homogeneizacion

Colocamos los tubos en la centrifuga
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INHIBICION in vitro DE LA ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA

1- INCUBACION DE LAS MUESTRAS.
a) Se diluyen los stocks originales de los contaminantes 10 veces.

Relacion de contaminantes:

HgCl, 5mM HgCl, 0.5 mM
CuSO, 5mM CuSO, 0.5 mM
Trichlorfon 50 mM Trichlorfon 5 mM

b) Se mezclan 40 pl de tejido (cerebro/musculo) con 10 pL de H,0 ¢ las 2
disoluciones de contaminante, obteniéndose
con cada tipo de muestra un triplete.



¢ Cual es la concentracion final del contaminante? ver ejemplo con Cu

| A
iy
‘ 40 ul tejido + 10 pL Cu 5 mM
S5mMMCux10puL= [Cu]l x50 uL;[Cu]l=1 mM Cu
f
Fy
[ 40 pl tejido + 10 puL Cu 0.5 mM
0.5mMCux10pL= [Cu] x50 puL;[Cu]l=0.1 mM Cu
f
iy

40 pL tejido + 10 uL H,O
OmMCux10puL= [Cu] x50 puL;[Cu]l=0 mM Cu




c) Se incuban todas las muestras a temperatura ambiente con agitacion

durante 10 minutos
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2- REACCION DE LA ACETILCOLINESTERASA. La reaccidn se lleva a cabo en la cubeta
espectrofotomeétrica donde se realizaran las medidas de absorbancia:

|
1| .

12) Se afiade 2,86 mL de Tampdn de Reaccién (TRIS/CaCl,)

22) Se adiciona 100 pL de DTNB

32) Luego 20 ulL de ATCI

42) Por ultimo se afiade 20 pL de las incubaciones anteriores.
52) Se cubre con parafilm, se agita y se pasa al espectrofotometro

inmediatamente

Se obtiene de cada tipo de muestra un triplete de reacciones por cada contaminante

Vemos como ejemplo el de un tejido » B \ m

1

(cerebro/musculo) con Cu

I1mMCu 0.1mMCu
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3- LECTURA EN EL ESPECTROFOTOMETRO - Método cinético a 410 nm y 25°C,
haciendo lecturas cada 20 segundos durante 5 minutos. Es muy comodo ponerlo por
tripletes (las 3 diferentes concentraciones de un contaminante sobre el mismo tejido)




4- DATOS Y RESULTADOS
Cerebro incubado con Cu0 mM, 0,1 mMy 1 mM
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4- DATOS Y RESULTADOS

Musculo incubado con CuO mM, 0,1 mMy 1 mM
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4- DATOS Y RESULTADOS

A) La actividad enzimatica medida en Absorbancia/min es la pendiente de la recta
resultante de representar la Absorbancia frente al tiempo.

En este ejemplo de homogeneizado de musculo de barriguda, Parablennius parvicornis,
incubados con Cu a 3 diferentes concentraciones vamos a calcular la actividad
enzimatica y a deducir qué actividad corresponde con cada grupo de datos o sea, a cada

concentracion.

Musculo
Tiempo Absorbancia
0,00 0,3768 0,3095 0,3317
0,33 0,3978 0,3247 0,35
0,67 0,4172 0,3404 0,3676
1,00 0,4372 0,3554 0,3842
1,33 0,4571 0,3694 0,4011
1,67 0,4769 0,3832 0,4178




4- DATOS Y RESULTADOS musculo incubado con Cu

0,6
0,5 . y=0£52%>59; 343773
S e R y = 0,0514x + 0,3326
s 0,4 e — @ S e ® R? = 0,9997
‘G - - y = 0,0443x + 0,3102
= o R? = 0,9993
303
-2 0,2
0,1
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 .
Tiempo (min) (U AbS/m]n) (mM CU)
De estos datos se deduce la actividad enzimatica (U Abs/min) ® —— 00598 —— 0,00
’

® — 00514 — 0,1
® — 00443 — 1,00

Estas actividades enzimaticas corresponden con las concentraciones légicas de inhibidor (mM)

Tiempo Absorbancia
OmMCu 1mMCu 0,1 mMCu

0,00 0,3768 0,3095 0,3317
0,33 0,3978 0,3247 0,35

0,67 0,4172 0,3404 0,3676
1,00 0,4372 0,3554 0,3842
1,33 0,4571 0,3694 0,4011
1,67 0,4769 0,3832 0,4178




4- DATOS Y RESULTADOS

B) El porcentaje de inhibicidn que representa una concentracion del contaminante en
relacion a la muestra sin contaminar es:
(@a—b)
X

d

100

siendo a - la actividad enzimatica sin contaminante
b - la actividad enzimatica con contaminante

En nuestro caso de inhibicion del musculo de barriguda con diferentes concentraciones
de Cu, los porcentajes de inhibicion son:

porcentaje de inhibicién enzimatica (%)

CuOmM 0,00
Cu0,1T mM 14,05
Cu1mM 25,92
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