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Introduccidén Materiales y Meéetodos
Sangre MEB resuspendidas
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La actividad de enzimas integrales de membranas puede ser modulada por cambios en el entorno Plasma 4,1— 3500 rpm x 10 min l
molecular, como por ejemplo cambios en la microviscosidad, la curvatura y la organizacion dipolar. o by ot Siembra interfasial
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La AEB es una enzima anclada a la membrana plasmatica que cataliza |la hidrdlisis del l directa
neurotransmisor acetilcolina, el cual se hidroliza rapidamente en colina y acido acetico. AEB es un sl aiiipgiiig

p . sy « s g Globulos Filtracién en mezcla 1:1
dimero cuyas subunidades cataliticas son idénticas , con una masa molecular aparente de 77 kDa blancos  ®Lelulosa:Celulosa microcrictaling
(cada mondmero), unidas por puentes disulfuro. Ambas subunidades contienen un anclaje 1 4500 rorm x 10 min () Cubreobietosde  pracs o

. s . . . . (B) Placa de
hidrofdbico de tipo glicofosfatidilinositol (GPI). Sobrenadante 4, vidrio silanizado  yilhelmy
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En el presente trabajo, se prepararon capas monomoleculares en la interfase agua-aire a partir de 1 pm I Tra”“']fj;f’lga ael Placa de 24 wells
membranas eritrocitarias bovinas purificadas (MEB). La suspension acuosa de membrana fue Eritrocitos “packed”
dispersada en la interfase aire-agua y se estudiaron las propiedades reoldgicas de las monocapas 1 o & hleirel o

obtenidas. Estas monocapas se transfirieron a soportes hidrofobicos planos (LB,,z) a dos presiones

. . Resuspension en buffer hipotdnico
laterales (1), 10 mN/m (LBtz 10) Y 35 mMN/m (LB,,cs 35), ¥ fueron utilizados como fuente de enzima | P Y e X e Y N o
: g e g - : o Sobrenadante ’ e 10000 rpm x 40 min Glicocaliz
para estudiar la cinética de hidrdlisis del sustrato artificial acetiltiocolina a 37¢C. (varias centrifugaciones
. e . . , . s ;s . sucesivas)
El objetivo del proyecto es aplicar los filmes de LB,z como método de concentracion del parasito
. . A 7y . Pellet libre de hemoglobina:
Anaplasma marginale, y estudiar su efecto sobre la actividad catalitica de la AEB, como posible ERITROCITOS “GHOST”
método de diagnostico de la anaplasmosis en la etapa cronica de la enfermedad. l
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Referencias: Liofilizacion {conservacion) VIEB tranferida (Film d con acetiltiocolina
. . ranferida (Film de
Heider et al., (1991) Cellular and molecular neurobiology, 11, (1), 105-118. l Langmuir - Blodgett)
Sussman, J. L., et al., (1991) Science, 253, (5022), 872-879. Resuspensién en agua
Clop, E. M., & Perillo, M. A. (2010) Cell biochemistry and biophysics, 56 (2-3), 91-107. Fig. b%;_ P;eplafacién de LByes. A) Siemﬁfa del monocapas ;)GEMEB reS;SIPendida_S en Hy0. l;né ver
. . Fig. 1: Prot lod ifi ién d estabilizada la monocCapa, se comprime asta la T deseada. squema de montaje para transterir los
E”man; G-I—-; et al-; (1961) Biochemical pharmaC0|08V, 7/ (2)1 88-95 rfembr;c;;sCZr?troecilz:rrilalsczcol\?irr:ase vidrios silanizados circulares y su recepcion en la subfase en los pocillos de las placas acrilicas. C) Sistema

de incubacion montado en la misma placa de cultivo.
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Fig. 6: Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, ]Sa) _Sie dgrallflca la dactlvmtlag catalltlcgl en MEB en suspension (n = 8) 3,41 + 0,15 0,11 + 0,018
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curva de concentracion de sustrato.

indica la localizacion esperada del monémero de AEB.

Conclusiones

* Losvalores del médulo de compresibilidad a la 1t 5,60 Y @ 12 Tyapgicign, iNdican que la MEB posee un comportamiento de tipo liquido expandido a lo largo de toda la isoterma.
 Adiferencia de lo observado para otras proteinas incorporadas a membranas, donde el aumento en la t indujo un cambio hacia una cinética sigmoidea, en este caso se obtuvo una cinética de tipo michaeliana

para todos los tratamientos.
* La disminucion de Km en los LB respecto a las MEB en suspension sugiere que un posible desplegamiento de AEB, al exponerse a la interfase aire-agua, modificaria su estructura 3D hacia una conformacion de

mayor afinidad para la formacion del complejo enzima-sustrato. Se observa una disminucion de Vmax en los filmes LB, lo que sugiere que ocurre una transferencia selectiva de proteinas desde el film de
Langmuir hacia el soporte sélido, con pérdida de AEB en relacidn a otras proteinas. El aumento significativo en la Vmax de los LB, respecto a los LB, indica que la recuperacion de la AEB mejora con un mayor
empaquetamiento molecular, reflejado en la mayor m de transferencia.
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