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Efecto de agentes especificos para grupos
sulfhidrilos y enlaces disulfuro sobre
la respuesta a GABA™ en Ascaris

AURA MARIELA PANTOJA P.1

La preparacidn neuromuscular de Ascaris suum se escogid para estudiar la influencia de agentes es-
pecificos para grupos sulfhidrilo y enlaces disulfuro sobre la respuesta a GABA, empleando el
método de corte transversal in vitro de Ascaris suum y midiéndose el cambio en la tasa de relajacion
inducida por GABA, después de la incubacion de la preparacién con estos agentes.

Los agentes formadores de mercapturos (HgCl, y PCMBS) disminuyen significativamente la tasa de
relajacion inducida por GABA siendo este efecto parcialmente revertido por el agente reductor
(2ME)}. El alquilante (NEM), bloquea !a respuesta a GABA en esta preparacion. El reductor (DTT),
y el reoxidante (DINB) no tuvieron efecto estadisticamente significativo lo cual sugiere que proba-
blemente el enlace disuelto no es un elemento determinante en la respuesta a GABA en el miisculo

de Ascaris.

Intraduccion

Los reactivos especificos para grupos sulfhidri-
lo y enlaces disulfuro son compuestos que modifi-
can los grupos SH y S - S de las proteinas alteran-
do procesos enzimdticos, metabdlicos y funciona-
les (1); estos agentes han sido empleados para el
estudio de diferentes tipos de proteinas especial-
mente las de receptores para neurotransmisores,
tales como la del receptor colinérgico nicotinico y
muscarinico, en donde |a respuesta al neurotrans-
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misor es afectada por estos compuestos. Es de es-
perar, por lo tanto, que los receptores para GABA
al igual que el colinérgico también sea afectado y
por lo tanto su respuesta alterada por estos mis-
mos agentes.

Se escogid la preparacidén neuromuscular de
Ascaris porque ésta puede servir como modelo
de una célula ganglionar con la misma compleji-
dad fisioldgica y farmacoldgica, pero con mayores
ventajas para hacer ensayos farmacoidgicos por
su fdcil consecusién, manipulacién, tamafo ade-
cuado y morfologia simple. En este trabajo se ha
querido, como primera aproximacién, comprobar
si estos agentes influyen sobre la respuesta a GA-
BA en Ascaris, lo cual nos permite complemen-
tar los estudios tendientes a ampliar los conoci-
mientos acerca de esta preparacién neuromuscu-
lar.
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Materiales y Métodos

Material bioldgico: Ascaris suum

Soluciéon salina Ascaris con la siguiente compo-
sicion {mM): NaCr 135, KCl4, CaCi;H,0 3,
MgCiy.6H,0 16, Glucosa 10, Tris 2,pH 7.4.
Esta solucidn es semejante al agua de mar diluida
al 30% , la cual es a su vez similar al liquido pe-
rientérico del Ascaris (2).

Reactivos: se emplearon los agentes formadores
de mercapturos, cloruro de mercurio {HgCip) v
acido p-cloro mercurio benceno sulfénico (pC
MBS). El alquilante N-etilmaleimida (NEM); los
reductores DL-ditiotreitol (DIT) y 2 mercaptoeta-
nol (2ME); el reoxidante dcido 5,5 dithiobis-
(2-Nitrobenzoico) (DTNB), todos de la casa SIG-
MA v el neurotransmisor dcido gamma-amino-bu-

tirico {GABA) de Man Research Laboratories.

Estos reactivos fueron preparados en la solu-
cién salina Ascaris y el pH se ajustd a 7.4.

Se empled el método de corte trasversal jin vi-
tro de Ascaris suum descrito por Olaciregui (3).
La preparacién se dejd estabilizar por 20 minutos,
después de lo cual se procedid a afadir los reac-
tivos; en todos los experimentos la primera res-
puesta a GABA se tomé control y luego, se obser-
vé su modificacion después de incubar la prepara-
cién con los reactivos. La duracién de cada serie
experimental oscild entre 2 y 3 horas,

Resultados

Los datos obtenidos se agruparonde acuerdo
con cada secuecia experimental. Se midié la tasa
de relajacién como respuesta a GABA vy se expre-
$6 en mili-Newtons segundo (mN/s); las graficas
se elaboraron con base en el promedio y el error
estandar de la media. Para las pruebas de signifi-
cancia se empled el “‘test de Student para mues-
tras pareadas’’, debido a la gran variabilidad que
presenta esta preparacion, se considerd significan-
tes las diferencias entre los tratamientos cuando el
valor de p fue igual o menor que 0.05.

Influencia de pCMBS y 2ME

Los compuestos mercuriales orgdnicos han sido
usados en investigacién para demostrar la presen-
cia de grupos SH de proteinas, al igual que los
mercuriales inorgdnicos, ya que tienen alta afini-
dad por los grupos SH.
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A una concentracion de 0.25 mM el pCMBS
produce una leve contraccidn de la musculatura
de Ascaris, a concentraciones menores no produ-
ce hingun efecto; la tasa de relzjacion inducida
por GABA disminuye significativamente después
del pretratamiento con este mercurial orgdnico
como puede observarse en la figura 1.
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Figura 1. Influencia de pCMBS ( 0,25 mM)
y 2 ME {5mM) sobre la tasa de relajacién co-
mo respuesta a GABA (0,TmM) en tiras de As-
caris swwm. Las barras representan el prome-
dio + SE para n=10. pH de ias soluciones:
7.4

El 2ME, agente reductor que forma SH libres,
se usd después del pretratamiento del muscuio de
Ascaris con pCMBS ya que tedricamente este
compuesto debe reducir nuevamente los grupos
SH que hubieran reaccionado con el pCMBS de-
jdndolos en su forma libre,

La incubacién de la preparacién con 2ME SmM
aumentd la tasa de relajacion inducida por GABA
que habia sido reducida por pCMBS, figura 1.

Influencia de HgCl, y 2ME
El HgCi, es el mercurial mds cominmente usa-

do para detectar grupos SH. En esta preparacién
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reduce significativamente la tasa de relajacién in-
ducida por GABA; sin embargo, la exposicidn
subsiguiente a 5mM de 2ME no revirtio significati-
vamente este efecto, figura 2.
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Figura 2. Influencia de HgCl2 (0.1 mM )y
2ME (5 mM) sobre la tasa de relajacién como
respuesta 2 GABA (0.1 mM) en tiras de Asca-
s suum. Las tiras representan el promedio
* SE para n= 7, pH de las soluciones: 7.4

Influencia de NEM

El NEM es un agente alquilante, posee un doble
enlace reactivo y reacciona selectivamente con los
grupos SH de proteinas con los cuales forma enla-
ces covalentes estables,

Después del pretratamiento de la preparacién

con NEM 10 mM la respuesta a GABA se bloquea
completamente.
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Influencia de DTT v DTNB

El DTT es un compuesto reductor de enlaces
disulfuro, a una concentracion de TmM no produ-
ce ningln cambio significativo en la respuesta ini-
cial. EI DTNB, agente oxidante, induce la forma-
¢ién de enlaces disulfuro mixtos al reccionar con
tos grupos SH libres,

Este compuesto ha ido empleando con el fin
de reoxidar los grupos SH que se forman por efec-
to del DTT vy restablecer asi la respuesta afectada
por el reductor. Al hacer el andlisis estadistico
este agente no tuvo efecto significativo sobre la
respuesta a GABA, figura 3.
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Figura 3. Influencia de DTT (1 mM) y
DTNB {0.25 mM) sobre la tasa de relajacidn
como respuesta a GABA (0,1 mM) en tiras de
Ascaris suwm. Las barras representan el pro-
medio * SE para n=i2 pH de las solu-
ciones: 7.4
Discusion

Entre los compuestos que reaccionan con los
grupos SH estdn los mercuriales tanto orgdnicos
como inorgdnicos, los cuales forman mercapturos
y agentes alquilantes como el NLM. EI HgCi, tie-
ne accion despolarizante en membrana de placa
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terminal (4 y 5). El mercurial orgdnico pCMBS
causa despolarizacion y aumento en el flujo de
Ca t2 (6), bloquea la corriente de Na*t (7) y dis-
minuye la sensibilidad de 1a membrana a carbamil-
colina en neuronas (8).

Muchos trabajos sobre enzinas y proteinas dan
evidencia de que los grupos SH son el sitio prima-
rio de enlace de los mercuriales y a menudo el
tinico sitio bajo ciertas condiciones. Es razonable
suponer que los resultados de los presentes expe-
rimentos en la preparacién neuromuscular de As-
carfs son probablemente atribuibles a la reaccidn
de estos compuestos con grupos SH libres loca-
lizados en el sitio de unién con GABA, lo cual al-
tera de alguna manera la tasa de relajacidn induci-
da GABA-€rgicamente, aunque la naturaleza pre-
cisa de esta alteracion y la localizacion exacta de
los grupos SH atacados no fue posible determi-
narlos bajo las condiciones experimentales pre-
sentes.

El 2ME aumentd la tasa de relajacion inducida
por GABA, la cual habia sido previamente dismi-
nuida por el pCMBS siendo su efecto mds leve
después de tratar la preparacion con HgCl,, esto
podria indicar que los cambios inducidos por el
pCMBS, cualquiera que sea su naturaleza son re-
versibles, mientras que la accién del HgCi, sea
probablemente irreversible.

El NEM posee un doble enlace reactivo con el
cual reaccionan los grupos SH gracias a un meca-
nismo de alquilacion de manera irreversible, tiene
gran selectividad por estos grupos y pasa ficil-
mente a través de membranas celulares {1 y 9).
Los efectos farmacolégicos del NEM demues-
tran que bloquea la conduccion axonal (1 y 10).

Aunque el mecanismo por el cual el NEM blo-
quea la respuesta a GABA, en esta preparacion
es dificil determinarlos bajo estas condiciones, es
posible, sin embargo, suponer con cierta probabi-
lidad que su accidn se debe al blogueo irreversible
de grupos SH.

Los enlaces S-S pueden modificarse por la reac-
cidon con agentes reductores como el DTT, que
rompe los enlaces S-S para formar grupos SH man-
teniéndolos en su estado reducido (1). La impor-
tancia de la integridad del enlace disulfuro en la
activacién del receptor colinérgico estd bien esta-
blecida. En preparaciones diferentes de Ascaris
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el DTT disminuye marcadamente la respuesta
inducida colinérgicamente, siendo recuperada por
reoxidacion subsiguiente con DTNB el cual presu-
miblemente restaura el enlace disulfuro original

(11).

En este trabajo los resultados obtenidos mues-
tran que ¢l DTT no redujo significativamente la
tasa de relajacion inducida GABA-enérgicamente.

Estos hallazgos coinciden con los trabajos pre-
vios de Benhaim y col. en 1973 y Sato y col. en
1976, Estos autores han sugerido que si el recep-
tor para GABA es una proteina integral de la
membrana postsindptica es muy posible que tam-
bién contenga enlaces disulfuro reactivos, los cua-
les sin embargo, o no son accesibles a los reacti-
vos 0 no estdn involucrados en el sitio de interac-
cidn entre ¢l receptor y el transmisor. Asfi, un di-
sulfuro reactivo seria un elemento importante y
exclusivo de los receptores colinérgicos.

En general, podemos concluir, de acuerdo con
los resuitados obtenidos en este trabajo, que en Iz
preparacién neuromuscular de Ascaris aparente-
mente los grupos SH son importantes e influyen
de alguna manera en la respuesta a GABA, mien-
tras que los enlaces disulfuro no estdn involucra-
dos directamente, aunque podrian estar presen-
tes en el sitio de unidn de este neurotrasmisor con
la membrana. Serifa necesario hacer estudios adi-
cionales con métodos mds especificos para llegar
a una conclusién definitiva acerca del efecto de
estos agentes sobre la respuesta a GABA en

musculo de Ascaris.
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