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Estudio y funcién de proteinas receptoras de man#hrespectroscopia ultravioleta derivada

ANEXO 1

CAPITULO 1:
INFORMACION DE
CONSULTA

2.1. Aminoacidos estandar

A los veinte aminoacidos de las proteinas se les conoce como estandares,
primarios o normales, para diferenciarlos de los que se encuentran modificados
en proteinas, tras su sintesis, o de otros aminoacidos procedentes de organismos
vivos, pero no de proteinas. En todos los aminoacidos estandar, menos en la
glicina,el carbono alfa es asimétrico. A los aminoacidos estandar se les conoce de
forma abreviada con tres letras o con simbolos que constan de una sola letra
como se muestra en la tabla 1del capitulo 4 de la memoria.
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Tabla 1. Aminodcidos estandar.

2.2. Fichas de seguridad

2.2.1. Desoxirribonucleasa (DNAsa) I

1. Descripcion

a) Sinénimos: DNASA I - Desoxirribonucleasa I - Bovine Pancreas - Pancreas
de Bovino.

b) Formula quimica: No reportado.
c) Concentracién: No reportado.
d) Peso molecular: No reportado.
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e) Grupo quimico: Compuesto Organico - Proteinas/Enzimas.
f) Numero CAS : 9003-98-9.
g) Numero NU: No regulado.
h) Cddigo Winkler: BM-0643.

Propiedades fisicas y quimicas

a) Estado fisico: Sdlido.

b) Apariencia: Polvos blancos. Son higroscépicos.
c) Olor: Olor caracteristico a enzimas.

d) pH: No reportado.

e) Temperatura de ebullicion: Se descompone.

f) Temperatura de fusién: No reportado.

g) Densidad (Agual): No reportado.

h) Presion de vapor: No reportado.

i) Densidad de vapor (Airel): No reportado.

Jj) Solubilidad: Soluble en Agua.

. Identificacién de riesgos

a) Riesgo principal: Irritante y Nocivo leves
b) Riesgos secundarios: No hay

c) Cdédigo Winkler: establece una clasificacidon de riesgos, en el que el 0 es el
riesgo mas bajo hasta el 5 que representa un riesgo extremo.

Salud: 1.
Inflamable: 0.
Reactivo: 0.
Contacto: 1.
d) Roétulo de transporte: No determinado.
e) Norma NFPA: 0 - 0 - O.

Riesgos para la salud

a) Inhalacion: Irritaciones de las membranas mucosas.

b) Sensibilizacién respiratoria.

c) Contacto con la piel: Irritaciones. Enrojecimiento. Sensibilizacion de la piel.
d) Contacto con los ojos: Irritaciones.

e) Ingestion: Nocivo leve. Molestias.

f) Cancerigeno: No.
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g) Mutageno: No.
h) Teratdégeno: No.
i) Otros efectos: Sensibilizacion respiratoria y piel.

5. Riesgo de incendio

a) Condicion de inflamabilidad: No combustible.

b) Temperatura de inflamacién: No aplicable.

c) Temperatura de auto ignicidén: No aplicable.

d) Limites de inflamabilidad: No aplicable.

e) Productos de combustién: Mondxido de Carbono y Diéxido de Carbono.

f) Medios de extincién: en general, uso de extintores de Espuma Quimica,
Anhidrido Carbdénico y/o polvo quimico seco, de acuerdo a las
caracteristicas del fuego circundante. Aplicacion de agua en forma de
neblina.

6. Riesgo de reactividad

a) Estabilidad quimica: Estable.
b) Incompatibilidades: Agentes Oxidantes fuertes. Acidos fuertes. Alcalis.
c) Peligro de polimerizacion: No ocurre.

d) Productos peligrosos en descomposicion: Mondxido de Carbono y Didxido
de Carbono.

e) Condiciones a evitar: Altas temperaturas. Humedad (es higroscépico).

7. Control de exposicion

a) Medidas de control: Como medida de caracter general, trabajar en un
lugar con buena ventilacién. Aplicar procedimientos de trabajo seguro.
Capacitar respecto a los riesgos quimicos y su prevencién. Contar con
ficha de seguridad quimica del producto y conocer su contenido. Mantener
los envases con sus respectivas etiquetas. Respetar prohibiciones de no
fumar, comer y beber bebidas en el lugar de trabajo. Utilizar elementos de
proteccién personal asignados.

b) Limite permisible ponderado: 8 mg/m3 (para Desoxirribonucleasa I, como
Polvos no Clasificados Decreto N°594 - Ministerio de Salud).

c) Limite permisible absoluto: 40 mg/m3 (para Desoxirribonucleasa I, como
Polvos no Clasificados Decreto N°594 - Ministerio de Salud).

d) Limite permisible temporal: No regulado.
e) Otros limites: No establecidos.



Estudio y funcién de proteinas receptoras de man#hrespectroscopia ultravioleta derivada

8. Equipos de proteccion personal

a) Ropa de trabajo: En general, uso de indumentaria de trabajo resistente a
guimicos.

b) Proteccion respiratoria: Aplicacion de proteccion respiratoria sélo en caso
de sobrepasarse alguno de los limites permisibles correspondientes. Debe
ser especifica para particulas sélidas.

c) Guantes de proteccidon: Utilizacibn de guantes de caracteristicas
impermeables y que no sean atacados por el producto quimico.

d) Lentes protectores: Se deben usar lentes de seguridad resistentes contra
proyecciones de la sustancia quimica.

e) Calzado de seguridad: En general, utilizar calzado cerrado, no absorbente,
con resistencia quimica y de planta baja.

9. Medidas de primeros auxilios en caso de:
a) Inhalacidon, medidas generales
- Trasladar a la persona donde exista aire fresco.

- En caso de paro respiratorio, emplear método de reanimacién
cardiopulmonar.

- Sirespira dificultosamente se debe suministrar oxigeno.
. Conseguir asistencia médica.

b) Contacto con la piel: Lavar con abundante Agua, a lo menos por 5
minutos. Como medida de caracter general, usar una ducha de
emergencia si es necesario al mantenerse la lesion, recurrir a asistencia
médica.

c) Contacto con los ojos: Lavarse con abundante agua en un lavadero de
ojos, entre 5 y 10 minutos como minimo, separando los parpados. De
persistir el dafio, derivar a un centro de atencién médica.

d) Ingestion: Lavar la boca y dar de beber agua. Enviar a un servicio médico
de inmediato, en caso de existir alguna molestia.

Nota:

Si la lesion sufrida por una persona tiene relacién laboral y estd cubierta por la
Ley N° 16744 de Accidentes del Trabajo y Enfermedades Profesionales, podra ser
atendida segun proceda, por el Servicio Médico asociado a la Asociacion Chilena
de Seguridad, Mutual de Seguridad C.CH.C., Instituto de Seguridad del Trabajo,
Instituto de Normalizacion Previsional o por la Administracion Delegada
correspondiente.

10. Almacenamiento

a) Area de almacenamiento: Zona de almacenaje general de reactivos y
soluciones quimicas. Almacenamiento en bodegas y/o cabinas, disefiadas
para contener productos quimicos con seguridad. Lugar refrigerado (-15 a
-22°(C), seco y con buena ventilacién. Sefalizacién del riesgo.

-7 -
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b) Cdédigo de almacenaje Winkler: Verde.

c) Precauciones especiales: Almacenar alejado de condiciones y productos
incompatibles. Proteger contra el dafo fisico. Mantener los envases
cerrados y debidamente etiquetados.

11. Medidas para el control de derrames o fugas
a) Medidas Generales:
« Contener el derrame o fuga.
- Ventilar el area.
- Aislar la zona critica.
- Utilizar elementos de proteccion personal.
- Recoger el producto a través de una alternativa segura.
- Disponer el producto recogido como residuo quimico.
- Lavar la zona contaminada con agua.

- Solicitar ayuda especializada si es necesaria.

12. Disposicién de residuos quimicos

En general, los residuos quimicos se pueden eliminar a través de las aguas
residuales, por el desaglie o en un vertedero autorizado, una vez que se
acondicionen de forma de ser inocuos para el medio ambiente.

a) Alternativas

« Diluir con agua en una proporcién minima de 1:20 u otra relacién
necesaria y luego eliminar en las aguas residuales o por el desagle.

- Otra posibilidad, es disponer los residuos directamente a un vertedero
autorizado para contenerlos.

Es importante considerar para la eliminacién de residuos, que se realice
conforme a lo que disponga la autoridad competente respectiva, solicitdndose
previamente la autorizacién correspondiente.

13.Informacién reglamentaria

Decreto N°594 "Reglamento sobre Condiciones Sanitarias y Ambientales Basicas
en los Lugares de Trabajo".

Decreto N°40 "Reglamento sobre Prevencion de Riesgos Profesionales".
NCh 382.0f98 "Sustancias Peligrosas - Terminologia y Clasificacion General".

NCh 1411/IV.0Of78 "Prevencidén de Riesgos - Parte 4: Identificacién de Riesgos de
Materiales”.
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2.2.2. Albumina de suero bovino (BSA)
1. Descripcién

a) Sinénimos: BSA - Albumina, Suero de Sangre.
b) Formula quimica: No disponible.

c) Concentracién: 99.0%.

d) Peso molecular: No disponible.

e) Grupo quimico: Producto organico.

f) Numero CAS: 9048-46-6

g) Numero NU: No regulado.

h) Cdédigo Winkler: BM-0150.

2. Propiedades fisicas y quimicas

a) Estado fisico: Sdlido.

b) Apariencia: Escamas blancas palidas.

c) Olor: Olor caracteristico.

d) pH: 5.0 - 6.0 en solucion acuosa al 1% a 20°C.
e) Temperatura de ebullicion: No reportado.

f) Temperatura de fusién: No reportado.

g) Densidad (Agual): No reportado.

h) Presion de Vapor: No reportado.

i) Densidad de Vapor (Airel): No reportado.

Jj) Solubilidad: Soluble en agua.

3. Identificacién de riesgos

a) Riesgo principal: Combustible e Irritante leves.
b) Riesgos secundarios: No hay.

c) Codigo Winkler: establece una clasificacion de riesgos, en el que el 0 es el
riesgo mas bajo hasta el 5 que representa un riesgo extremo.

Salud: 0.
Inflamable: 1.
Reactivo: 0.
Contacto: 1.
d) Rétulo de Transporte: No determinado.
e) Norma NFPA: 0 -1 -0.
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4. Riesgos para la salud

a)
b)
c)
d)

e)
f)
g)
h)
)

Inhalacién: No.
Contacto con La Piel: No.
Contacto con los ojos: Irritaciones leves.

Ingestion: Muy baja toxicidad. Trastornos gastrointestinales si se ingiere
en grandes cantidades.

Dosis letal en rata: >12500 mg/kg.
Cancerigeno: No.
Mutageno: No.

Teratogeno: En estudio.

Otros efectos: No.

5. Riesgo de incendio

a)
b)

c)

Condicion de inflamabilidad: Ligeramente combustible.
Productos de combustién: Mondxido de Carbono y Diéxido de Carbono.

Medios de extincion: Uso de extintores apropiados al fuego circundante. En
general, con agentes de extincion de polvo quimico seco, espuma quimica
y/o Anhidrido Carbdnico. Aplicacion Agua en forma de neblina.

6. Riesgo de actividad

a)
b)
c)
d)

e)

Estabilidad quimica: Estable.
Incompatibilidades: Agentes oxidantes fuertes. Acidos fuertes.
Peligro de polimerizacién: No.

Productos peligrosos en descomposicién: Mondxido de Carbono y Didxido
de Carbono.

Condiciones a evitar: Altas temperaturas. Llamas y otras fuentes de
ignicién.

7. Control de exposicion

a)

b)

Medidas de control: En general, trabajar en un lugar con buena
ventilacion. Aplicar procedimientos de trabajo seguro. Capacitar respecto a
los riesgos quimicos y su prevencidn. Contar con ficha de seguridad
guimica del producto y conocer su contenido. Mantener los envases con
sus respectivas etiquetas. Respetar prohibiciones de no fumar, comer y
beber bebidas en el lugar de trabajo. Utilizar elementos de proteccién
personal asignados.

Limite permisible ponderado: 8 mg/m3 (para Albumina de Suero Bovino
sélida, como polvos no clasificados Decreto N°594, Ministerio de Salud).

Limite permisible absoluto: 40 mg/m3 (para Albumina de Suero Bovino
sélida, como polvos no clasificados Decreto N°594, Ministerio de Salud).

-10 -
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d) Limite Permisible temporal: No regulado.
e) Otros limites: No reportados.

8. Equipos de proteccion personal
a) Ropa de trabajo: En general, uso de indumentaria de trabajo resistente al
producto.

b) Proteccion respiratoria: Aplicacion de proteccion respiratoria sélo en caso
de sobrepasarse alguno de los limites permisibles correspondientes. Debe
ser especifica para particulas sélidas.

c) Guantes de proteccion: Como medida de caracter general, utilizar guantes
de caracteristicas impermeables y que no sean atacados por el producto
quimico.

d) Lentes protectores: Uso de lentes de seguridad resistentes contra
proyecciones de la sustancia quimica.

e) Calzado de seguridad: Uso de lentes de seguridad resistentes contra
proyecciones de la sustancia quimica.

9. Medidas de primeros auxilios en caso de:
a) Inhalacion, medidas generales:
- Trasladar a la persona donde exista aire fresco.

« En caso de paro respiratorio, emplear método de reanimacién
cardiopulmonar.

- Sirespira dificultosamente se debe suministrar oxigeno.
- Conseguir asistencia médica.

b) Contacto con la piel: En general, lavar con agua, hasta retirar
completamente el producto de la piel. Sacarse la ropa contaminada y
luego lavarla. De haber alguna molestia, solicitar ayuda médica.

c) Contacto con los ojos: Lavarse con abundante y rapida agua en un
lavadero de ojos, entre 5 y 10 minutos como minimo, separando los
parpados. De mantenerse irritacion o alguna molestia, derivar a un centro
de atencion médica.

d) Ingestion: Lavar la boca y dar de beber agua. Enviar a un servicio médico,
de generarse alguna molestia.

Nota:

Si la lesion sufrida por una persona tiene relacién laboral y estd cubierta por la
Ley N© 16744 de Accidentes del Trabajo y Enfermedades

Profesionales, podra ser atendida segun proceda, por el Servicio Médico asociado
a la Asociacion Chilena de Seguridad, Mutual de Seguridad C.CH.C., Instituto de
Seguridad del Trabajo, Instituto de Normalizacion Previsional o por la
Administracion Delegada correspondiente.

-11 -
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10. Almacenamiento

a) Area de almacenamiento: Zona de almacenaje general de reactivos y
soluciones quimicas. Almacenamiento en bodegas y/o cabinas, disefiadas
para contener productos quimicos con seguridad. Lugar refrigerado, seco y
con buena ventilacién. Sefalizacién del riesgo.

b) Cddigo de almacenaje Winkler: Verde.

c) Precauciones especiales: Mantener alejado de productos y condiciones
incompatibles. Proteger contra el dafo fisico. Tener los envases cerrados y
debidamente etiquetados.

11. Medidas para el control de derrames o fugas
a) Medidas Generales:
- Contener el derrame o fuga.
- Ventilar y aislar el area critica.
. Utilizar elementos de proteccién personal.
- Contar con algin medio de contenciéon de derrames.
- Recoger el producto a través de una alternativa segura.
- Disponer el producto recogido como residuo quimico.
- Lavar la zona contaminada con agua.

- Solicitar ayuda especializada si es necesaria.

12. Disposicién de residuos quimicos

En general, los residuos quimicos se pueden eliminar a través de las aguas
residuales, por el desaglie o en un vertedero autorizado, una vez que se
acondicionen de forma segura para no dafiar el medio ambiente.

a) Posibilidades:

« Diluir con agua en una proporcion minima de 1:20 u otra relaciéon que sea
necesaria y eliminar en las aguas residuales o por el desagie.

. Otra alternativa, es disponer los residuos directamente a un vertedero
autorizado para contenerlos.

Es importante considerar para la eliminacién de residuos, que se realice
conforme a lo que disponga la autoridad competente respectiva, solicitdndose
previamente la autorizacién correspondiente.

-12 -
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2.2.3. Acido Clorhidrico (HCl) 37%
1. Descripcién

a) Sinénimos: Acido Muriatico - Acido Hidroclérico - Cloruro de Hidrégeno -
Acido Clorhidrico en solucion.

b) Formula quimica: HCI.

c) Concentracién: 37.0%.

d) Peso molecular: 36.46.

e) Grupo quimico: Acido inorganico.

f) Numero CAS: 7647-01-0.

g) Numero NU: 1789 (Acido Clorhidrico en solucion).
h) Cédigo Winkler: AC-0065.

2. Propiedades fisicas y quimicas
a) Estado fisico: Liquido.
b) Apariencia: Transparente de apariencia incolora a ligeramente amarillo.
c) Olor: Olor picante e irritante. Umbral del olor: 1.0 - 5.0 ppm.

d) pH: 0.1 en soluciéon acuosa 1N a 20°C. 1.1 en soluciéon acuosa 0.1N a
200°C.

e) Temperatura de ebulliciéon: 108.6°C.

f) Temperatura de fusién: -30°C en solucion acuosa al 37%. 35°C en
solucién acuosa al 35%.

g) Densidad (Agual): 1.184 kg/L a 20°C.
h) Presion de vapor: 100 mmHg a 20°C en solucion acuosa al 35%.
i) Densidad de vapor (Airel): 1.27.

Jj) Solubilidad: Completamente soluble en agua. Muy soluble en alcoholes.
Soluble en éter y benceno. Insoluble en hidrocarburos.

3. Identificacion de riesgos
a) Riesgo principal: Corrosivo.
b) Riesgos secundarios: Nocivo y reactivo.

c) Codigo Winkler: establece una clasificacion de riesgos, en el que el 0 es el
riesgo mas bajo hasta el 5 que representa un riesgo extremo.

Salud: 3.
Inflamable: 0.
Reactivo: 2.

Contacto: 3.

-13 -
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d)
e)

Rétulo de Transporte:
Norma NFPA: 3 -0 - 1.

Clase: 8
Grupo: II

4. Riesgos para la salud

a)

Inhalacién: Irritaciones severas, quemaduras y ulceraciones en nariz,
garganta y laringe. Dolor de cabeza, vértigo, mareos, nauseas y vomitos.
Tos y dificultad respiratoria de 50 a 100 ppm. Bronquitis y neumonia.
Edema pulmonar entre 1000 y 2000 ppm. CL50 (rata): 5666 ppm en 30
min. De exposicion (100% Acido Clorhidrico).

Contacto con la piel: Irritaciones, enrojecimiento y quemaduras severas.

Contacto con los ojos: Irritaciones (10 a 35 ppm), enrojecimiento y
guemaduras severas. Destruccidon de la cornea y posible ceguera.

Ingestion: Irritaciones y quemaduras severas de boca, eséfago vy
estobmago. Nauseas, vémitos y diarrea. Shock y colapso. DL50 (oral -
conejo): 900 mg/kg.

Cancerigeno: No.
Mutageno: No.
Teratdgeno: En estudio a nivel de experiencias con animales.

Otros efectos: Dermatitis en piel expuesta. Decoloracion y erosion dental.
Bronquitis crénica. Gastritis.

5. Riesgo de incendio

a)
b)
c)
d)
e)
f)

Condicién de inflamabilidad: No combustible.

Temperatura de inflamacién: No aplicable.

Temperatura de auto ignicion: No aplicable.

Limites de inflamabilidad: No aplicable.

Productos de combustién: Acido Clorhidrico gaseoso, Cloro e Hidrégeno.

Medios de extincion: Uso de extintores apropiados al fuego circundante. En
general, con agentes de extincion de Polvo Quimico Seco y/o Anhidrido
Carbdnico. No usar Agua directamente. Solamente aplicarla en forma de
neblina para enfriar el ambiente.

6. Riesgo de reactividad

a)
b)

Estabilidad quimica: Moderada estabilidad.
Incompatibilidades:

-14 -
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. Bases fuertes como el Sodio Hidroxido (reaccién violenta y generacién de
calor).

. Metales comunes (se genera gas Hidrogeno).

. Explosivos (contacto puede generar calor y detonacién).

- Aldehidos (polimerizacidon violenta).

- Agentes Reductores (se produce calor, gas Hidrégeno y fuego).

- Agentes Oxidantes (produce calor y gases Cloro, toxicos y corrosivos).
. Cianuros y Sulfuros (reaccidon con generacion de HCN y2 HS).

- Fosfuros (generacion de Fosfina).

c) Peligro de polimerizacién: Si se mezcla con Aldehidos (generacién de calor
y presion).

d) Productos Peligrosos en descomposicion: Cloro e Hidrégeno.

e) Condiciones a evitar: Altas temperaturas (se descompone sobre los
15000QC).

. Control de exposicién
a) Medidas de control:
- Trabajar en un lugar con buena ventilacién.

. Uso preferente de cabinas o campanas de laboratorio con extraccion
forzada.

- Aplicar procedimientos de trabajo seguro.
. Capacitar respecto a los riesgos quimicos y su prevencion.

. Contar con ficha de seguridad quimica del producto y conocer su
contenido.

- Mantener los envases con sus respectivas etiquetas.

- Respetar prohibiciones de no fumar, comer y beber bebidas en el lugar de
trabajo.

- No pipetear con la boca. Usar propipeta.
- Al diluir, agregar siempre el Acido al agua y nunca hacer lo contrario.
. Utilizar elementos de proteccion personal asignados.

b) Limite permisible ponderado: No regulado.

c) Limite Permisible absoluto: 6 mg/m3 - 5 ppm (Decreto N°594 - Ministerio
de Salud).

d) Limite permisible temporal: No regulado.
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e)

Otros limites: 75 mg/m3 - 50 ppm (Nivel IDLH - “Inmediatamente
Peligroso para la Vida y la Salud” - USA)

8. Equipos de proteccion personal

a)

b)

d)
e)

f)

Ropa de trabajo: Uso de indumentaria de trabajo resistente a sustancias
guimicas corrosivas.

Proteccion respiratoria: Aplicacion de proteccion respiratoria sélo en caso
de sobrepasarse el limite permisible correspondiente. Debe ser especifica
para acidos inorganicos. En caso de niveles de 75 mg/m3 o mas,
situaciones de emergencias o ambientes con concentracidn desconocida,
debe usarse un sistema de respiracion con suministro de aire o aparato
auténomo.

Guantes de proteccion: Utilizacidn de guantes de Butilo, Neopreno, Viton
y/o PVC.

No recomendado: PVA.

Lentes protectores: Se deben utilizar lentes de seguridad y/o careta facial,
resistentes contra salpicaduras y proyecciones del &cido corrosivo.

Calzado de seguridad: Uso de calzado cerrado, no absorbente, con
resistencia quimica y de planta baja.

9. Medidas de primeros auxilios en caso de:

a)

b)

c)

d)

Nota:

Inhalacién: Trasladar a la persona donde exista aire fresco. En caso de
paro respiratorio, emplear método de reanimaciéon cardiopulmonar. Si
respira dificultosamente se debe suministrar oxigeno. Conseguir asistencia
meédica de inmediato.

Contacto con la piel: Lavar con abundante y rapida agua, a lo menos por
20 minutos. Usar una ducha de emergencia. Sacarse la ropa contaminada
y luego lavarla o desecharla. Si persiste el dafio, continuar lavando sin
interrupcién y derivar a un servicio médico.

Contacto con los ojos: Lavarse con abundante y rapida agua en un
lavadero de ojos, durante 20 minutos como minimo, separando los
parpados. De mantenerse el dafo, acudir a una asistencia médica
rapidamente.

Ingestion: Lavar la boca con bastante agua. Dar a beber 240 a 300 ml de
agua y también leche. Control del shock, manteniendo a la persona
abrigada. No inducir al vémito. Proporcionar atencion médica
inmediatamente.

Si la lesion sufrida por una persona tiene relacién laboral y estd cubierta por la
Ley N°16744 de Accidentes del Trabajo y Enfermedades Profesionales, podra ser
atendida segun proceda, por el Servicio Médico asociado a la Asociacién Chilena
de Seguridad, Mutual de Seguridad C.CH.C., Instituto de Seguridad del Trabajo,
Instituto de Normalizacién Previsional o por la Administracion Delegada
correspondiente.

-16 -



Estudio y funcién de proteinas receptoras de man#hrespectroscopia ultravioleta derivada

10. Almacenamiento

a) Area de almacenamiento: Zona de almacenaje de reactivos y soluciones
guimicas con riesgo por contacto. Almacenamiento en bodegas, cabinas o
estanques, disefiados con resistencia para contener sustancias corrosivas.
Lugar fresco, seco y con buena ventilacién. Proteger de la luz solar. Contar
con medios de contencién de derrames. Acceso controlado y sefializacion
del riesgo.

b) Cdédigo de almacenaje Winkler: Blanco.

c) Precauciones especiales: Almacenar separadamente de condiciones vy
productos incompatibles. Proteger contra el dafio fisico. Mantener los
envases cerrados y debidamente etiquetados.

11. Medidas para el control de derrames o fugas
a) Procedimiento
« Contener el derrame o fuga.
- Ventilar el area y aislar la zona critica.

- Neutralizar con Hidréxido Calcico o Bicarbonato Soédico, ambos como
polvos.

. Utilizar elementos de proteccion personal. Nivel de proteccién B o C.
- Absorber por medio de un material o producto inerte, como arena.
- Recoger el producto a través de una alternativa segura.

. Disponer el producto recogido como residuo quimico. No eliminar por
desaglies o cursos de agua.

- Lavar la zona contaminada con bastante agua.

- Solicitar ayuda especializada si es necesaria.

12. Disposicién de residuos quimicos

En general, los residuos quimicos se pueden eliminar a través de las aguas
residuales o por el desagle, una vez que se acondicionen de forma tal de ser
inocuos para el medio ambiente.

a) Para pequefas cantidades: Diluir con Agua aproximadamente en una
proporciéon 1:5 y después neutralizar hasta pH 6 - 8, adicionando una
solucidon de Hidroxido Sodico al 30% o escamas del mismo producto. La
solucidn salina resultante, en caso que proceda, se diluye luego con mas
agua en una proporcion aproximada de 1:10 u otra que sea necesaria y
posteriormente se elimina en las aguas residuales o por el desague.

Es importante considerar para la eliminacién de residuos, que se realice
conforme a lo que disponga la autoridad competente respectiva, solicitdndose
previamente la autorizacion correspondiente.
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13.Informacién reglamentaria

Decreto N°594 "Reglamento sobre Condiciones Sanitarias y Ambientales Basicas
en los Lugares de Trabajo".

Decreto N°40 "Reglamento sobre Prevencion de Riesgos Profesionales".
NCh 382.0f1998 "Sustancias Peligrosas - Terminologia y Clasificacion General".

NCh 2120/8.0f1998 "“Sustancias Peligrosas - Parte 8: Clase 8 - Sustancias
Corrosivas”.

NCh 2190.0f1993 “Sustancias Peligrosas - Marcas para Informacién de Riesgos”.

NCh 1411/IV.0f1978 "Prevencion de Riesgos - Parte 4: Identificacién de Riesgos
de Materiales”.

NCh 2245.0f2003 "Sustancias Quimicas - Hojas de Datos de Seguridad -
Requisitos”.

NCh 2137.0f1992 "Sustancias Peligrosas - Embalajes y Envases - Terminologia".

NCh 2424.0f1998 “Sustancias Corrosivas - Acido Clorhidrico en Solucion -
Disposiciones de Seguridad para el Transporte”.

Decreto N°298 “Transporte de Cargas Peligrosas por Calles y Caminos”.
Ley N°19300 "Bases Generales del Medio Ambiente”.
Vigente desde 22/01/2007 versién N°1
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2.2.4. Hidroxido de sodio (NaOH)
1. Descripcién

a) Sinénimos: Sodio Hidroxido en solucién - Hidréxido de Sodio en solucién -
Hidréxido Sdodico en solucidon - Soda Caustica en solucién - Caustico Blanco
en solucidn - Lejia de Sodio en solucidn.

b) Formula quimica: NaOH.

c) Peso molecular: 40.00.

d) Grupo quimico: Compuesto de Sodio Inorgénico - Hidréxido - Alcali.
e) Numero CAS: 1310-73-2

f) Numero NU: 1824 (Hidroxido de sodio en solucion).

g) Cddigo Winkler: 30350

2. Propiedades fisicas y quimicas
a) Estado fisico: Liquido.
b) Apariencia: Incoloro y transparente.
c) Olor: Sin olor.
d) pH: 13 en solucién acuosa al 0.5%. 14 en solucién acuosa al 5%.
e) Temperatura de ebullicidn: 100°C aproximadamente.
f) Temperatura de fusidn: 0°C aproximadamente.
g) Densidad (Agual): 1.04 kg/L a 20°C.
h) Presion de vapor: 1.5 mmHg a 20°C en solucion acuosa al 50%.

i) Solubilidad: Completamente soluble en agua. Soluble en alcoholes etilicos
y metilicos y en glicerol.

3. Identificacion de riesgos
a) Riesgo principal: Corrosivo
b) Riesgos secundarios: Nocivo. Reactivo leve

c) Codigo Winkler: establece una clasificacion de riesgos, en el que el 0 es el
riesgo mas bajo hasta el 5 que representa un riesgo extremo.

Salud: 2.
Inflamable: 0.
Reactivo: 1.

Contacto: 3.

CORROSIVO

d) Rétulo de Transporte:
e) Norma NFPA: 3 -0 - 1.
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. Clase: 8.
« Grupo: II.

4. Riesgos para la salud

a) Inhalacidn: Severas irritaciones y posibles quemaduras de las membranas
mucosas y en general del tracto respiratorio superior. Dificultad
respiratoria.

b) Contacto con la piel: Severas quemaduras y/o irritaciones.

c) Contacto con los ojos: Severas quemaduras y/o irritaciones. Vision
borrosa. Posible dafio permanente.

d) Ingestion: Irritaciones severas. Posibles quemaduras en la boca, tracto
digestivo y estdmago. Nocivo. Nauseas, vomitos y diarrea.

e) Cancerigeno: Estudios reportan que causa cancer en eséfago en individuos
por via de ingestion.

f) Mutageno: No hay evidencias.
g) Teratégeno: No hay evidencias.

h) Otros Efectos: Dermatitis en piel expuesta. Irritacion croénica.
Bronconeumonia. Reducciéon de la funcién pulmonar.

5. Riesgo de incendio

a) Condicion de inflamabilidad: No combustible.
b) Productos de combustién: No aplicable.

c) Medios de extincién: Utilizacion de extintores apropiados al fuego
circundante. En general, uso de agentes de extincion de Anhidrido
Carbdnico y/o polvo quimico seco. Aplicar Agua sélo en forma de neblina
para enfriar medios contenedores.

6. Riesgo de reactividad

a) Estabilidad quimica: Normalmente estable.
b) Incompatibilidades:

. Acidos fuertes (reaccion violenta).
- Aluminio, Titanio y Zinc (puede generar gas Hidrdogeno inflamable).
- Acetaldehido, Acreolina y Acrilonitrilo (polimerizacién violenta).

. Tricloroetileno, Tetracloroetano y 1,2-Diclorotileno (inflamacidn
espontanea).

- Azlcar, Lactosa y Maltosa (generacion de Mondéxido de Carbono).

. Peroxidos organicos, nitroaromaticos, nitroparafinas, compuestos
organohalogenados y agua (reaccion violenta).
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c) Peligro de polimerizacién: Polimeriza violentamente al Acetaldehido,
Acreolina y Acrilonitrilo.

d) Productos peligrosos en descomposicién: Oxido de sodio.
e) Condiciones a evitar: Altas temperaturas.

. Control de exposicién

a) Medidas de control:

- Trabajar en un lugar con buena ventilacion.

- Uso de cabinas o campanas de laboratorio con extraccién forzada.
- Aplicar procedimientos de trabajo seguro.

. Capacitar respecto a los riesgos quimicos y su prevencion.

. Contar con ficha de seguridad quimica del producto y conocer su
contenido.

- Mantener los envases con sus respectivas etiquetas.

- Respetar prohibiciones de no fumar, comer y beber bebidas en el lugar de
trabajo.

« No pipetear con la boca. Usar propipeta.
- Agregar la soluciéon Alcalina al Agua, nunca lo contrario.
. Utilizar elementos de proteccion personal asignados.

b) Limite permisible ponderado: No regulado.

c) Limite permisible absoluto: 2 mg/m3 (Decreto N°594 - Ministerio de
Salud)

d) Limite permisible temporal: No regulado.

e) Otros limites: 10 mg/m3 (Nivel IDLH - Inmediatamente Peligro para la
Vida y la Salud -USA)

Equipos de proteccién personal

a) Ropa de trabajo: Uso de indumentaria de trabajo resistente a sustancias
guimicas corrosivas.

b) Proteccion respiratoria: Aplicacion de proteccion respiratoria sélo en caso
sobrepasarse el limite permisible absoluto. Debe ser especifica para el
compuesto. En caso de niveles sobre los 10 mg/m3, situaciones de
emergencias o ambientes con cantidades desconocidas, debe usarse un
sistema de respiracion con suministro de aire o aparato auténomo, ambos
de presidn positiva.

c) Guantes de proteccion: Utilizacidn de guantes de Butilo, Goma Natural,
Neopreno, Nitrilo y/o PVC.
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d)

e)

Lentes protectores: Uso de lentes de seguridad y/o careta facial,
adecuados contra salpicaduras y proyecciones de la solucién corrosiva.

Calzado de seguridad: Utilizar calzado cerrado, no absorbente, con
resistencia quimica y de planta baja. Botas de Goma.

9. Medidas de primeros auxilios

a)

b)

c)

Nota:

Inhalacién: Trasladar a la persona donde exista aire fresco.

En caso de paro respiratorio, emplear método de reanimacién
cardiopulmonar.

Si respira dificultosamente se debe suministrar Oxigeno.
Conseguir asistencia médica de inmediato.

Contacto con la piel: Lavar con abundante y rapida Agua, por lo menos de
15 a 20 minutos.

Utilizar una ducha de emergencia.
Sacarse la ropa contaminada y luego lavarla o desecharla.
Si persiste el dafio, continuar lavando y solicitar ayuda médica.

Contacto con los ojos: Lavarse con abundante y rapida agua en un
lavadero de ojos, entre 15 y 30 minutos como minimo, separando los
parpados. De mantenerse el dafio, derivar a un servicio médico
inmediatamente.

Ingestion: Lavar la boca con bastante Agua.

Dar a beber 250 a 300 ml de Agua para diluir.

Control del shock, manteniendo a la persona abrigada.
No inducir al vémito.

Enviar a un centro de atencién médica rapidamente.

Si la lesion sufrida por una persona tiene relacién laboral y estd cubierta por la
Ley N°16744 de Accidentes del Trabajo y Enfermedades Profesionales, podra ser
atendida segun proceda, por el Servicio Médico asociado a la Asociacién Chilena
de Seguridad, Mutual de Seguridad C.CH.C., Instituto de Seguridad del Trabajo,
Instituto de Normalizacién Previsional o por la Administracion Delegada
correspondiente.

10. Almacenamiento

a)

Area de almacenamiento: Zona de almacenaje de reactivos y soluciones
guimicas con riesgo por contacto. Almacenamiento en bodegas, estanques
y/o cabinas, disefiadas para contener corrosivos. Lugar frio, minima
humedad a seco y con buena ventilacidon. Contar con medios de contencion
de derrames. Acceso controlado y sefalizacion del riesgo.
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11.

b) Cdédigo de almacenaje Winkler: Blanco separado.

c) Precauciones especiales: Almacenar separado del resto de las sustancias
corrosivas. Mantener alejado de productos y condiciones incompatibles.
Proteger contra el dano fisico. Tener los envases cerrados y debidamente
etiquetados.

Medidas para el control de derrames o fugas

a) Procedimiento

- Contener el derrame o fuga.

- Ventilar el area y aislar la zona critica.

. Utilizar elementos de proteccion personal. Nivel de proteccién B o C.
- Neutralizar con soluciones de Acido Acético o Acido Clorhidrico.

- Absorber el producto por medio de un material o producto inerte, como la
arena.

. Recoger el producto a través de una alternativa segura. Disponer el
producto recogido como residuo quimico.

- Lavar completamente la zona contaminada con bastante agua.

- Solicitar ayuda especializada si es necesaria.

12. Disposicién de residuos quimicos

En general, los residuos quimicos se pueden eliminar a través de las aguas
residuales, por el desagie u otra alternativa segura, una vez que sea
condicionen de forma tal de ser inocuos para el medio ambiente.

a) Para pequeias cantidades: Diluir con agua en una proporcién aproximada
de 1:5 u otra que sea necesaria y luego neutralizar hasta pH 6-8,
anadiendo lentamente Acido Sulfurico diluido u otro compuesto Acido
equivalente. La solucion salina resultante, en caso de ser necesario, se
diluye con mas agua y se elimina en las aguas residuales o por el desagte.
Los derrames una vez neutralizados, se disuelven en agua y se eliminar
por el desaglie. Es importante considerar para la eliminacidon de residuos,
que se realice conforme a lo que disponga la autoridad competente
respectiva, solicitdndose previamente la autorizacién correspondiente.

13.Informacién reglamentaria

Decreto N°594 "Reglamento sobre Condiciones Sanitarias y Ambientales Basicas
en los Lugares de Trabajo".

Decreto N°40 "Reglamento sobre Prevencion de Riesgos Profesionales".

NCh 382.0f1998 "Sustancias Peligrosas - Terminologia y Clasificacion General".
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ANEXO 2 (PFC 1)

CAPITULO 1:
INTRODUCCION

En este proyecto se plantea el estudio de las relaciones estructura-funcién en dos
sistemas de membrana: la neuroquinina; perteneciente a la familia de receptores
acoplados a proteina G (GPCR) que tienen neuropéptidos como ligandos, y la
permeasa de melibiosa de E. coli (MelB). Aunque existen diferencias importantes
entre estos sistemas tanto en los aspectos estructurales y en su complejidad,
como en la funciéon que realizan, los principios que rigen la estructuracion de las
proteinas transmembrana son similares. Asi, las ideas fundamentales sobre el
papel de los bucles o las interacciones hélice-hélice, o los cambios en el pKa de
residuos ionizables, deben poder ser compartidas entre los dos sistemas. Pero,
ademas, es indudable que las metodologias utilizadas para el estudio de uno de
estos sistemas pueden ser también utilizadas con el otro sistema. Por ejemplo, el
analisis de espectros de diferencia de FTIR, combinado con mutagénesis dirigida
(ambos explicados en el apartado de metodologia), se propone como una de las
aproximaciones clave para obtener informacidn valiosa en ambos sistemas.

1.1. Interacciones Neuropeptido-GPCR:
Determinantes Estructurales

1.1.1. La superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR)

El conjunto de receptores acoplados a proteina G constituyen una extensa familia
de receptores de membrana, involucrados en un gran nimero de procesos de
transduccién celulares. Se ha descrito hasta el momento una amplia variedad de
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ligandos como fotones, aminas bidgenas, nucledtidos, aminoacidos, péptidos,
proteinas, iones y proteasas.

Extracelular

Figura 1. Representacion esquematica de los receptores acoplados a la
proteina G.

Es notable constatar que en todos los casos se ha conservado la arquitectura de
7 hélices transmembrana. Tanto los segmentos N y C terminal como los bucles
extracelulares y citoplasmaticos presentan una gran variedad de tamafos.
Asimismo, las secuencias aminoacidicas muestran una gran variabilidad, aunque
existen algunos elementos conservados en la gran mayoria de GPCR, como el
puente disulfuro establecido entre el extremo extracelular de la hélice 3 y el
bucle E2.

Por otra parte, es evidente la gran importancia de los GPCR, no solamente en el
ambito farmacoldgico, sino en general en el conjunto de las ciencias médicas,
para comprender los complejos mecanismos de transmision de sefiales y su
regulacion.

Todo ello explica la gran cantidad de trabajos publicados en el area de los GPCR,
desde todos los puntos de vista posibles. Sin embargo, la comprension del modo
de funcionamiento de los GPCR es aun escasa. El mecanismo de interaccién
ligando-receptor, la transmision de esta interaccién hasta el lado intracelular, el
modo de activacién de la proteina G especifica, son algunos de los procesos en
los que hoy en dia aun existen importantes lagunas de comprension.

Entre los motivos que explican el déficit de conocimientos de los mecanismos de
actuacién de los GPCR se encuentran su caracter de proteinas integrales de
membrana y su presencia en concentraciones extremadamente reducidas. Por
ello, uno de los caminos que se ha seguido es la clonacién, expresién y
purificacion en células COS-1 (linea de fibroblastos de mono que estan
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inmortalizadas y expresan el antigeno T del virus 40 vacuolado del simio 6
SV40), CHO o en otros organismos como E. coli.

Sin embargo, en muchos casos este procedimiento no lleva a ningun resultado
debido a que la proteina se encuentra enteramente en cuerpos de inclusion,
siendo practicamente imposible su purificacion.

1.1.2. Las taquiquininas y sus receptores especificos.

Las taquiquininas de mamiferos son una familia de péptidos neurotransmisores
que comprenden la substancia P, neuroquinina A y neuroquinina B.
Recientemente, se han descubierto otros péptidos de la misma familia que,
ademas, se encuentran en tejidos diferentes del nervioso. La substancia P, la
neuroquinina A y la neuroquinina B son péptidos de 10-11 aminoacidos que
comparten la secuencia conservada -F-X-G-L-M-amida en la regidon C-terminal.

La sustancia P (SP;NH3+-Arg+-Pro-Lys+-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-
NH2(SP) es un péptido de cadena corta identificado hace casi 80 afios como
neurotransmisor pero que, a pesar de su larga vida como molécula bien
identificada, se ha resistido encarnizadamente a desvelar sus secretos,
especialmente por lo que se refiere a su participacién en la percepcion del dolor.
La SP ejerce sus acciones sobre las células a las que activa mediante su unién
molecular a una proteina presente en la membrana de las células diana. Este
complejo proteico-receptor de la SP se denomina receptor NK1 (de Neuro-Kinina
1) y su presencia determina si una célula nerviosa puede o no responder a las
acciones de la SP. Se ha demostrado que esta molécula a altas concentraciones
aumenta la liberaciéon de metaloproteinasas (principalmente MMP-1, 3y 11) y a
bajas concentraciones disminuye los niveles de metaloproteinasas, tiene efecto
vasodilatador potente y aumenta la vaso permeabilidad en los procesos
inflamatorios.

En los mamiferos, se conocen tres receptores, NK1, NK2 y NK3 pertenecientes a
la familia de GPCR. La activacién de estos receptores por sus ligandos se ha
implicado en numerosos procesos bioldgicos, desde la activacidon del sistema
inmunoldgico o la transmision del dolor, hasta la vasodilatacién o la contraccién
del musculo liso. Antagonistas del receptor NK1 se han propuesto como droga
para el tratamiento de ciertos canceres. Los escasos estudios publicados sobre
la(s) zona(s) de interaccién ligando-receptor implican la regiéon extracelular:
principalmente, el segmento N-terminal y el bucle E2 (ver la Fig. anterior) como
responsables de dicha interaccién entre la substancia P y NK1. Las predicciones
de estructura secundaria del NK1 indican que el bucle E1 tendria una longitud de
unos 10 aminoacidos, el bucle E2 unos 23, y el bucle E3 unos 12 aminoacidos.

1.1.3. Beneficios de la utilizacion de quimeras receptor-bacteriorrodopsina
y receptor-rodopsina.

Esta primera parte del proyecto plantea utilizar la bacteriorrodopsina (BR) vy la
rodopsina (Rho) como modelos para estudiar la interaccién neuropeptido-NK1
utilizando quimeras en las que se substituird el segmento N-terminal y los bucles
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extracelulares de la BR y de la Rho por los de NK1. Esta idea nace de la dilatada
experiencia en la BR y la Rho, y de una serie de argumentos favorables:

10.

La BR purificada puede obtenerse en cantidades importantes (del orden de 10
mg/| de cultivo en el caso de mutantes), y el proceso de crecimiento celular y
purificacién es sencillo y accesible.

La metodologia de mutagénesis dirigida en el organismo homologo ha sido
ampliamente utilizada por diversos equipos.

Tanto la BR como la Rho poseen una molécula de retinal unida
covalentemente. Esta molécula constituye una sonda que absorbe en el
visible, y es muy sensible a los cambios estructurales de su entorno.

La funcién de transporte de protones y el fotociclo asociado, son asimismo
altamente dependientes de las alteraciones estructurales introducidas en la
BR (mutaciones, cambios en el entorno lipidico, pH, etc).

En particular, las propiedades de la BR son altamente sensibles a cambios en
la zona extracelular de la BR en la que se propone insertar los bucles de los
GPCR. Esto ha sido demostrado mediante mutaciones puntuales en Glu, Pro,
Lys o Ser.

Mutaciones puntuales en diversos dominios de la Rho, que modifican la
estructura global del receptor o la del entorno del retinal, son detectables
facilmente a través de los cambios en el espectro visible de la proteina.
Asimismo, la interaccion del intermedia™ activo Meta II, relativamente
estable a temperatura ambiente, puede estudiarse facilmente y constituye
una prueba de la funcionalidad del receptor.

Existe experiencia en substitucion de bucles citoplasmaticos de la BR, en este
caso por las secuencias correspondientes a los bucles de la rodopsina. Asi, la
quimera formada por la BR y el bucle 13 de la Rho ha sido expresada y
purificada, lo que permite su estudio funcional y estructural.

La cristalizacién de la BR y mutantes en fase cubica y otras metodologias ha
permitido obtener diversas estructuras tridimensionales a resolucidn elevada.

La metodologia de dilapidacion de la BR y reconstitucion en liposomas de
composicion variada ha sido ampliamente utilizada, por lo que sera facilmente
aplicable a las quimeras indicadas.

Todas las metodologias que se pretende aplicar en este proyecto
(construccién de las quimeras, comportamiento espectrofotométrico UV-Vis,
espectrometria de infrarrojo -FTIR- para el estudio de la estructura
secundaria, de diferencia, para el estudio de los intermediarios del fotociclo,
transporte de protones, etc) han sido ampliamente utilizadas anteriormente
en la BR y en la Rho tanto en sus formas nativas, WT recombinante y
mutantes. Por ello, se conoce con precisidon como analizar los efectos de los
cambios inducidos por los bucles quiméricos o por la interaccion de los
ligandos.
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1.1.4. Sistemas alternativos de estudio: receptores de neurotensina y de
melanocortina.

Se admite en esta parte del Proyecto un cierto nivel de riesgo, centrado en la
posible falta de expresion/incorporacion a membrana de las quimeras del
receptor de neuroquininas.

Por ello, se plantea una alternativa, centrada en otros receptores pertenecientes
también a la familia de receptores GPCR, pero con caracteristicas diferentes en
sus bucles: el receptor de la neurotensina, y el receptor de melanocortina. La
neurotensina es un neurotransmisor peptidico de 13 aminoacidos que se aisld por
primera vez en el hipotdlamo, por sus efectos sobre la vasodilatacion e
hipotension local, es decir, sobre la presién sanguinea. Se encuentra en altas
concentraciones en areas involucradas en el comportamiento, como la amigdala,
el nucleo accumbens, el locus coeruleus, la sustancia gris periacueductal, la
habenula y en algunos nucleos hipotalamicos.

Estructura
Glu - Leu - Tyr - Glu - Asn - Lys - Pro - Arg - Arg - Pro - Tyr - Ile - Leu - COOH

Actla sobre varias actividades bioldgicas (glucoreguladoras, hemodinamicas,
musculo liso, neuroendocrinas, termoreguladoras y sistemas secretores
gastricos).

Posee un efecto sobre la presidon sanguinea, la vasodilatacién y la hipotension
local, ademas tiene otros efectos periféricos como la disminucién de la actividad
motora, estimulacion de la contraccion uterina, relajacién del duodeno,
incremento de la permeabilidad vascular y disminucién de la secrecion gastrica.

El receptor de la neurotensina, ejerce funciones, entre otras, de modulacién de la
transmisién dopaminérgica, tiene efectos hipotérmico y analgésico, y actia como
factor de crecimiento. Se ha propuesto el bucle E3 como sitio de interaccion de la
neurotensina con el receptor. Los receptores de la melanocortina son sensibles a
los péptidos de melanocortina (hormona estimuladora de melanocitos y la
hormona adrenocorticotrépica), estando involucrados en una gran variedad de
funciones fisiolégicas. Desde el punto de vista estructural, estos receptores
poseen unos bucles extracelulares relativamente cortos, especialmente el E2 de
solo 3 6 4 aminoacidos segun los modelos. En este sentido, su parecido con la BR
seria adecuado para la construccion de las quimeras.

1.2. La permeasa de Melibiosa

El transportador de melibiosa (MelB) es una proteina de membrana de
Escherichia Coli que acumula alfa- o beta-galactdsidos en el interior de la célula,
gracias a la energia suministrada por los cationes Na+, H+ o Li+,
contrasportados de forma simporte. Se estudié la proteina solubilizada en
detergente docecilmaltésido y reconstituida en lipidos de E.coli en cuatro
condiciones diferentes de sustratos: H+, Na+, H+ y melibiosa, y Na+ vy
melibiosa. El estudio de la MelB en H20 realizado mediante espectroscopia de
infrarrojo de transmision reveld que la proteina de la forma reconstituida
contiene un 50% de hélices, un 20% de lamina beta, un 17% de giros reversos y
un 12% asignado a otros tipos de estructuras. Estos datos fueron reforzados por
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los resultados de estructura secundaria obtenidos en D20. La cuantificacién de
estructura secundaria es coherente con el modelo de estructura secundaria que
consta de 12 hélices transmembrana. Los resultados también revelaron cambios
en las estructuras secundarias inducidos por los sustratos.
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Figura 2. Representacion esquematica de la permeasa de Melibiosa.

La accesibilidad global de las estructuras secundarias de la MelB al solvente
acuoso se determind mediante cinéticas de intercambio de D20. Los resultados
revelaron una accesibilidad del 54% cuando la MelB se incuba con Na+ o H+. Por
el contrario, la adicién del azlUcar melibiosa resulté en una disminuciéon de la
accesibilidad al solvente acuoso en un 5-10%.

Un analisis mas detallado de la accesibilidad reveld que la adicién de azucar
protege principalmente las estructuras ldmina beta. El andlisis de espectros de
infrarrojo de la MelB en H20 y D20, obtenidos con radiacion polarizada, reveld
cambios en la orientacion de las hélices segun el sustrato unido. Se determind
que para la MelB unida al H+, con o sin melibiosa las hélices forman un angulo
normal de la membrana de 26A°. Por el contrario, la adicion de Na+ disminuye la
orientacion de las hélices hasta 36A0.
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1.2.1. El mecanismo de co-transporte cation-azucar en la permeasa de
melibiosa: estado actual y perspectivas.

En primer lugar, es importante subrayar que en el marco del proyecto aun
vigente del Plan Nacional, se ha puesto a punto la metodologia necesaria para
obtener espectros de diferencia de infrarrojo de la MelB inducidos por substratos,
habiéndose obtenido resultados significativos. Esta metodologia amplia
enormemente las posibilidades de la espectroscopia de diferencia de infrarrojo,
ya que permite analizar los cambios estructurales y de prolongacién/
desprotonacidon de diferentes sistemas proteicos producidos por la unién de
moléculas pequefias (substratos, iones, etc.). La espectroscopia de diferencia en
el infrarrojo, combinada con la mutagénesis dirigida, ha sido una de las
aproximaciones mas poderosas para obtener datos sobre el mecanismo de
transporte de protones en la bacteriorrodopsina y en otros sistemas excitables
por la luz (rodopsina, halorrodopsina, rodopsina sensorial, fotosistema I y II).

Por ello, la aplicaciéon de la misma metodologia a la permeasa de melibiosa debe
permitir conocer que aminodcidos participan en la unién y en el transporte de los
substratos, y que cambios conformacionales tienen lugar durante el proceso.
Dicho conocimiento sera importante para avanzar en la comprension del
mecanismo molecular del transporte de azucares, teniendo en cuenta la
homologia estructural con los transportadores de lactosa y de glucosa. A partir
de la comparacidn de espectros de diferencia FTIR en H20 y en D20, y del
estudio de mutantes (D59C, R141C).

Por tal de profundizar en el estudio de los cambios conformacionales
involucrados en las diferentes etapas del transporte se realizaron los espectros
de diferencia del mutante R141C y de la MelB reaccionada con el reactivo NEM
(N-etilmaleimida). Estas dos permeasas unen pero no transportan los sustratos,
pero hasta dia de hoy todavia no esta claro en qué paso bloquean el transporte
de los sustratos. El mutante R141C ademas de la mutacion de la Arg consta de 4
mutaciones mas que corresponden a la sustituciéon de las 4 Cys nativas de la
MelB por 3 Ser y una Vale. Por lo tanto, los espectros de diferencia del mutante
R141C se comparan con los del mutante 3SV (permeasa sin Cys), que conserva
aproximadamente las mismas propiedades que la MelB salvaje a la hora de uniry
transportar los sustratos. Los espectros de diferencia del mutante R141C son
diferentes que los espectros de diferencia del mutante 3SV. En cambio, los
espectros de diferencia de la MelB reaccionada con NEM son muy parecido a los
espectros de la MelB salvaje. Por lo tanto, se deduce que el mutante R141C tiene
su transporte bloqueado en un estado anterior del transporte en comparacion
con la MelB reaccionada con NEM. En concreto, es probable que el mutante
R141C sdlo, una los sustratos, mientras que la MelB-NEM probablemente queda
bloqueada en el estado que se denomina “cerrado” propuesto por el transporte
simporte.
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CAPITULO 2:
OBJETIVOS

En este proyecto se plantea el estudio de la relacién estructura-funcion de dos
sistemas de membrana: el receptor de neuroquinina NK1, perteneciente al
conjunto de receptores de péptidos acoplados a proteina-G, y la permeasa de
melibiosa de E.coli. El receptor NK1 es activado principalmente por la substancia
P neuropéptido de 11 aminoacidos, aunque también tiene afinidad para las
neuroquinas A y B, de 10 aminoacidos. En todos los casos la interaccién se
realiza por el segmento N-terminal de NK1, y los bucles extracelulares. El
objetivo es obtener informacion estructural sobre la interaccion de la substancia
P y las neuroquininas A y B con el receptor NK1 mediante la mutaciéon del
segmento N-terminal y los bucles extracelulares. El objetivo es obtener
informacidon estructural sobre la interaccion de la substancia P y las
neuroquininas A y B con el receptor NK1 mediante la mutacién del segmento N-
terminal y los bucles extracelulares de la bacteriorrodopsina (BR) y de la
rodopsina (Rho), por los del receptor NK1. La hipdtesis es que la regidn
extracelular de estas quimeras tendra una estructura similar o igual a NK1, y por
lo tanto se producira la interaccion de los neuropéptidos con una afinidad
parecida al NK1. Las propiedades de la BR y de la Rho permitiran estudiar con
detalle las caracteristicas de dichas interacciones. La permeasa de melibiosa se
obtiene purificada en cantidades suficientes para realizar estudios estructurales,
tanto solubilizado en detergente como reconstituido en liposomas.
Recientemente, nuestro grupo ha aplicado a este sistema la espectroscopia de
diferencia en el infrarrojo, combinado con la obtencién de mutantes puntual,
para estudiar la unién de substratos. La hipdtesis es que esta metodologia
permite obtener informacion sobre el mecanismo del transporte, por lo que se
plantea extender este estudio a huevos mutantes.
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2.3. Objetivos de las quimeras NK1/BR vy
NK1/Rho.

1.

Expresar y purificar las quimeras NK1/BR y NK1/Rho en las que se habran
substituido el extremo N-terminal y los bucles extracelulares de la BR y/o de
la Rho, por los del receptor NK1. Caracterizar dichas quimeras mediante
métodos espectroscopicos que permiten obtener informacién sobre Ia
estructura y la funcién de las mismas.

2. Determinar los lugares de interaccion de los neuropéptidos, substancia P,

neuroquinina A y B con las quimeras, mediante la utilizacién de quimeras ce
composicion diversa en cuanto a los bucles substituidos y el segmento N-
terminal.

3. Obtener informacién precisa de que aminodcidos participan en las

interacciones, tanto de las quimeras como de los neuropéptidos; conocer el
papel de los mismos, desde el punto de vista de la naturaleza de las
interacciones; determinar el papel de ciertas caracteristicas estructurales,
como el puente disulfuro entre el bucle E2 y el final de la hélice 3, o la
secuencia W-X-Y/F-G presente en el bucle E2; determinar el posible papel de
sitios de unién de cationes en la interaccién neuropéprido-NK1.

2.4. Objetivos referentes a l|la permeasa de

1.

melibiosa

Obtener informacidon sobre cambios producidos por la uniéon y traslocacion de
substratos de la MelB, mediante FTR de diferencia:

a) Cambios en el estado de protonacién y en las interacciones
de aminoacidos.

b) Cambios conformacionales y cambios en la orientacién de
estructuras.

2. Asignar los cambios mediante:

a) Comparacion de espectros obtenidos de la proteina silvestre
y de mutantes.

b) Comparacion de espectros en H20 y en D20

c) Reconstitucion en liposomas de composicion lipidica
diferente.
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CAPITULO 3:
OBJETIVOS FORMATIVOS

El proyecto plantea el uso de técnicas de biologia molecular (mutagénesis
dirigida para obtener los mutantes), técnicas de purificacién de proteinas de
membrana y su reconstitucion en liposomas, y la utilizacién de un amplio abanico
de técnicas para estudiar los sistemas proteicos asi preparados: técnicas
espectroscopicas (espectroscopia UV-Vis, espectrofluorescencia, diversas
variantes de la espectroscopia de infrarrojo, fotolisis de destello laser), y
calorimetria diferencial de barrido.

La estrategia que se sigue en el equipo es que los alumnos deben aprender
todas estas técnicas, ya que cada uno de ellos tiene asignado el estudio y
observacién de una serie de mutantes de BR, de Rho o de la permeasa de
melibiosa. Por lo tanto, al terminar su periodo de practicas, se posee una
formacién general, y se tendra conocimientos para ser capaz de abordar y
comprender el tratamiento de biologia molecular de cualquier proteina, y realizar
el estudio estructural y funcional posterior.

Se cree que esta manera de trabajar es mucho mas enriquecedora para ellos que
el sistema que se sigue en otros grupos, en los que cada becario se especializa
solamente en una o dos técnicas, y luego se ponen en comun el conjunto de
resultados.

Finalmente, la composicidon del equipo (un total de cuatro doctores, de los cuales
el investigador principal y dos profesores mas dirigirdn los trabajos de los
becarios y profesores) garantiza la capacidad formativa necesaria para acoger los
alumnos que mostraron y solicitaron interés en este estudio.

- 35 -






CAPITULO 4:
METODOLOGIA

4.1. Métodos de preparacion de material
bioldgico

4.1.1. Preparacion de membrana purpura (bacteriorrodopsina).

La extraccién y purificacion de la membrana purpura se realiza segun, de
acuerdo con lo descrito en publicaciones anteriores del grupo. De forma
abreviada, el proceso consiste en realizar una serie de centrifugaciones a
70.000xg (tres en NaCl 0,1 M, pH 7,0 y cuatro mas en agua, pH 7,0), una vez el
sedimento de células procedente del cultivo (en 4M NaCl) ha sido sometido a
choque osmoético mediante didlisis contra NaCl 0,1 M en presencia de DNAsa para
evitar la elevada viscosidad del DNA intacto. En estas condiciones de
sedimentacion, los componentes citoplasmaticos asi como el resto de membrana
celular quedan en el sobrenadante. Las cepas de halobacterium salinarum
utilizadas tienen una elevada produccién de membrana purpura y una muy baja
producciéon de carotenoides. Por ello, las preparaciones finales de membrana
purpura que se obtienen (con un rendimiento promedio de 16 mg por litro de
cultivo) tienen un alto grado de pureza, la cual se comprueba sistematicamente
mediante electroforesis y espectroscopia UV-Vis.

4.1.2. Preparacion de la rodopsina y la transducina.

La rodopsina que se utilizara como control en los estudios con mutantes, se
extraerda a partir de retinas bovinas segun una modificacién del método de
gradientes de sacarosa. Las proteinas solubles del sistema se eliminaran
mediante lavados en tampdn de baja fuerza idnica. La rodopsina se solubilizara
en el detergente dodecil maltdsido y se purificara por immunoafinidad con el
anticuerpo monoclonal Rhol D4.
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La transducina (Gt) se obtendrd del sistema transductor de la rodopsina por
ligamiento de esta a la rodopsina fotoactivada en condiciones de baja fuerza
idnica, liberacion por adicion de GTP y purificacién en columna de hexilagarosa.
Se comprobard sistematicamente la pureza de las preparaciones mediante
electroforesis.

4.1.3. Incorporacion de bacteriorrodopsina en liposomas y medida del
bombeo de protones.

Se lleva a cabo la incorporacion de bacteriorrodopsina en vesiculas de
fosfolipidos. Para la preparacion de los liposomas, se purifica fosfatidilcolina
procedente de yema de huevo y se almacena la solucién en cloroformo a -20°C.
La suspensién inicial de proteoliposomas se obtiene por la adicién de la cantidad
necesaria de membrana purpura en 150 mM KCI a pH 7,0 a un film seco de EPC
obtenido por evaporacién. Tras una agitacion con vortex (es un movimiento
circular, a menudo turbulento, de flujo liquido; a velocidad y la tasa de rotacién
del liqguido son mayores en el centro, y disminuye progresivamente con la
distancia del centro). Tras una agitacién de 10 minutos, se homogeniza a alta
presion la suspension resultante con un Microfluidizer 110S . La concentracién
usada de EPC es de 6 mg/ml y la relacién lipido/bacteriorrodopsina es de 50:1
(peso/peso).

Las mediciones de los cambios de pH se realizan con un pH-metro bajo tenue luz
roja a 25°C. Para evitar un gradiente de pH, las muestras permanecen a oscuras
durante los 30 minutos previos a la toma de muestras, que se realiza mediante
iluminacidn con luz amarilla de una intensidad de 80.000 lux. La tasa inicial de
bombeo de protones se determina mediante un ajuste lineal de los primeros 10
segundos de iluminacion.

4.1.4. Mutagénesis dirigida

El objetivo de la mutagénesis dirigida es modificar una proteina al cambiar un
residuo aminoacidico por otro, al eliminar una parte, o afadir otra.

El punto inicial es tener el gen que codifica para la proteina de interés en un
vector. Podemos cortar el trozo de DNA que codifica para la proteina con
enzima(s) de restriccion que deje extremos cohesivos, con lo que tras degradar
el fragmento de DNA intermedio, se vuelve a juntar el DNA dando lugar a la
obtencion de un gen con la de leccién deseada. De manera similar se puede
insertar un fragmento de DNA que da lugar a la insercidn de un trozo de cadena
polipeptidica en la secuencia de la proteina.

Una variante de modificacion de proteinas es la mutacion puntual; se trata de
modificar especificamente un o unos residuos concretos de la cadena
polipeptidica. Existen varias variantes:

1. Mutagénesis dirigida sobre DNA cadena sencilla

Se tiene el DNA que codifica para la proteina insertada en un plasmido de cadena
sencilla y procedemos como sigue:

- Determinamos el punto del DNA donde deberemos hacer la mutacion para
que dé lugar a la modificacion aminoacidica.
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. Se prepara quimicamente un fragmento de DNA que sea complementario
en al menos 15 pares de bases, pero que en el punto de la mutacion este
incorrecto.

. Se junta el plasmido mono-cadena con ese fragmento sintético con el
missmatching. El error (missmatching) es tolerado si el fragmento es
suficientemente largo, y se producira el reconocimiento. El duplex que se
formara actuara como cebador y al afladir DNA polimerasa y DNA ligasa se
acabara por formar el DNA circular de doble cadena. Este DNA se puede
introducir en bacterias.

. Las bacterias se replicaran dando 2 plasmidos de los cuales uno sera igual
a la proteina nativa y el otro serda el de la proteina mutada.

. Por procesos de seleccidon se escogera la linea de células que codifique
para la proteina mutada, eliminando o despreciando las que den lugar a la
proteina nativa.

2. Mutagénesis en cassette

Esta técnica trabaja con DNA de plasmidos de cadena doble, donde esta
insertado el trozo de DNA que queremos mutar.

. Se corta el pldsmido en el lugar que nos interesa con el enzima de
restriccidn apropiado. El enzima debe dejar extremos cohesivos

. Se anade un “cassette”, es decir un trozo de DNA de extremos cohesivos
que contiene la mutacién en cuestion ya incorporada.

- Se ponen ligasas para unir todo y al final tendremos una parte de
plasmidos correspondientes a la proteina nativa, otros con una escision, y
otros que han incorporado la mutacién. Se puede aumentar la
concentracion de cassette para incrementar el rendimiento. Esta técnica
también se puede emplear para realizar mutaciones masivas (todos los
posibles mutantes en una posicién dada).

La mutagénesis dirigida tiene un gran campo de aplicaciones en el disefo de
proteinas, aplicaciones que tienen interés tanto desde el punto de vista
académico como industrial. Se puede por ejemplo modificar una proteina para
hacer que sea inhibida por un determinado compuesto, o que sea resistente a la
inhibicion por un compuesto dado. También es posible disefar proteinas
hiperestables térmicamente, o con especificidad por substrato cambiada.

4.1.5. Obtencidn, purificaciéon y caracterizacion de la rodopsina salvaje y
de las quimeras.

1. Clonacién de las quimeras Rho/NK1 mediante técnicas de ingenieria genética.
Se utilizaran protocolos para obtener los plasmidos mutantes a partir del gen
sintético de la opsina. La clonacidn se realizara mediante cassette
mutagénesis introduciendo las mutaciones requeridas mediante substitucion
del fragmento de restriccién correspondiente en el gen sintético de la opsina
clonado en el vector. La obtencion de las secuencias mutadas correctas se
verificara mediante secuenciacion de ADN. Se realizara la transformacion de
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cepas bacterianas de E. Coli DH5a, obteniéndose las correspondientes
minipreps de ADN donde se comprobara la secuencia y posteriormente las
preparaciones a gran escala (maxipreps) de ADN recombinante, las cuales
también se secuenciaran para comprobar la introduccion de la mutacién
deseada.

2. Expresion de los genes de las quimeras de opsina. Se expresaran los genes
mutados a partir de un sistema de transfeccién transiente a partir de
vectores. Las células se recolectaran 52-60 h después de la transfeccién, se
lavaran y se regeneraran durante 3 h con 10 uM 11-c/s-retinal antes de ser
solubilizadas en 1 % (w/v) dodecil maltdsido.

3. Purificacion de las quimeras Rho/NK1. Las quimeras obtenidas se purificaran
mediante inmunocromatografia en columna de Rho-1D4-Sepharose. Se
eluirdn con el péptido 340-348 correspondiente a los ultimos 9 aminoacidos
del extremo C-terminal (epitopo de reconocimiento del anticuerpo monoclonal
utilizado), en un tampdén que contenga 0.05% dodecil maltésido. Se
comprobara el grado de regeneracién con el retinal calculando la ratio
A280/A500 en los espectros de absorcion en el UV-Vis. Se realizaran también
controles en electroforesis tanto por tincion con azul de coomassie como por
tincidon con Ag.

4.1.6. Preparacion de la permeasa de melibiosa.

Dentro del campo de la mutagénesis dirigida, la obtencién de dobles mutantes es
una técnica de uso creciente durante estos ultimos afios, para muchas proteinas
y también para la MelB. En el caso de la MelB, la técnica consiste en la
incubacién en placas de fermentacidn con melibiosa (de agar Mc Conkey) de
mutantes de células de E. Coli con la funcién de transporte deficiente o casi
deficiente. Al cabo de unos dias empiezan a crecer colonias fermentadoras, las
cuales una vez se ha analizado su DNA, contienen dos mutaciones que revierten
el efecto de la mutacién inicial individual. La interpretacién de los resultados se
basa en el hecho, que las dobles mutaciones obtenidas han de estar proximas a
nivel 3D, porque se originan y asi poder revertir el efecto de la primera
mutacion. Wilson and Wilson (1998), nos mostraron un trabajo que constaba en
la obtencidn de dobles mutantes que revertian las primeras mutaciones de la
Aspel24 por Ser, Ile o Phe. Los resultados indicaban que sélo los mutantes
D124F y D124S daban alteraciones de la funcidn y sélo el D124S daba dobles
mutantes D124S/V375A y D124S/V375G , sugiriendo que la hélice IV dénde se
sitla la Aspel24 y la hélice XI donde se situa la Vale375 estan proximas. El
papel de la Arg-52 también se estudid con mas profundidad mutandola vy
obteniendo sus dobles mutantes, sugiriendo que la insercion de cargas positivas
a las hélices transmembrana neutralizan el efecto de la pérdida de esta arginina.
Mas concretamente, la hélice II esta proxima a las hélices Y, 1V, y VII por medio
de un puente salino entre la Arg-52 y la Arg-55 (hélice II) y la Aspe-19 (hélice
Y). La combinacién de la técnica de mutagénesis dirigida sustituyendo
aminoacidos por cisteinas y la adicién de reactivos sulfhidricos que reaccionan
con ellas, también supone una buena herramienta de estudio para la ubicacién
de aminoacidos dentro la estructura topografica predicha.
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4.1.7. Mutagénesis dirigida de la permeasa de melibiosa.

Utilizando la técnica de PCR, se construye el plasmido pK95AAHB, con una
cassette conteniendo el gen de la MelB que codifica para la permeasa con la
secuencia 6 His en el segmento C-terminal, y ademas con sus 4 Cys mutadas a
Val y Ser (MelB sin Cys). Las células de E.coli DW2-R (Ame/B, A/aczZV) se
transforman utilizando el plasmido conteniendo la MelB mutada. Después de
mezclar el DNA plasmidico con las células DW2-R, se incuban durante 45 min en
hielo, después 3 min en un bafio a 40°C y finalmente se enfrian a temperatura
ambiente. La suspensidn celular se incuba durante 1 h en 2 ml del medio de
cultivo Luria a 30°C. Posteriormente, 100 ul de la suspension se dispersan en un
disco Petri conteniendo agar LB y ampicilina (100 pug/ml) y se incuba a 30°C.
Células recientemente transformadas se crecen a 30°C en medio M9
suplementado con glicerol (5 pg/l), acido casamino (0.2%), tiamina (0.5 mg/l), y
amipicilina (100 pg/ml) hasta que se alcanza una absorbancia de 1,0 -1,2 a 600
nm. Las células se lavan y se vuelven a suspender en 0,1 M KPi a pH 7,0.

4.2. Meétodos espectroscopicos.

4.2.1. Espectroscopia de infrarrojo a transformada de Fourier.

Esta técnica espectroscopica se utiliza en los estudios estructurales de las
quimeras, constituye una de las técnicas espectroscopicas que mas posibilidades
ofrece para el estudio de la estructura secundaria de las proteinas de membrana.
Utilizando métodos avanzados en el tratamiento matematico de los espectros se
pueden obtener, en disolucidn o suspension, de las proteinas estudiadas,
espectros de gran calidad y por tanto, conocer aspectos importantes de la
estructura secundaria de las proteinas estudiadas y a la vez de su entorno
lipidico. A partir de los espectros obtenidos secuencialmente a distintos tiempos
podremos obtener informacion de la accesibilidad de las distintas poblaciones de
hidrégenos al medio externo.

En general los espectros se realizan con las muestras reconstituidas en
liposomas. En el andlisis de estructura secundaria, los espectros de absorcion,
una vez restada la contribucidon del agua liquida, se deconvolucionan empelando
unos valores de anchura de banda y factor de deconvolucién conocidos
dependiendo de la relacion sefial/ruido. Se entiende por deconvolucion el proceso
que mejora las imagenes tomadas, el proceso depura las imagenes, utilizando
una serie de cortes de la muestra el programa reconoce la luz fuera de foco,
proporcionandonos una imagen mas limpia y con mas detalle. De forma
sistematica se obtienen también los espectros deconvolucionados por el método
de maxima entropia con el fin de obtener unas estimaciones lo mas fiables
posibles. Se obtienen asimismo los espectros de derivadas en el espacio de
Fourier, lo cual permite determinar con exactitud la posicion de las bandas
constituyentes. Después realizamos el ajuste de bandas sobre el espectro
deconvolucionado, lo cual permite obtener una estimacion del porcentaje de
estructura secundaria de la proteina.

4.2.2. Espectroscopia de fluorescencia.

La fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moléculas son excitadas
por la absorcion de radiacién electromagnética. Las especies excitadas se relajan
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al estado fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones. Una
de las caracteristicas mas atractivas de los métodos de fluorescencia es su
sensibilidad inherente, la cual es , con frecuencia, de uno a tres ordenes de
magnitud mejor que las de la espectroscopia de absorcién. No obstante, los
métodos de fluorescencia se aplican mucho menos que los métodos de absorcién
debido al numero relativamente limitado de sistemas quimicos que se pueden
hacer fluorescer.

Estados excitados singulete Estado excitado triplete
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Figura 3. Teoria de la fluorescencia molecular.

Normalmente, el tiempo de vida media de una especie excitada es breve porque
hay diversas formas en las cuales un atomo o una molécula excitada liberan su
exceso de energia y se relajan a su estado fundamental. Dos de las mas
importantes de estos mecanismos son la relajacién (desactivacién) no radiante y
la relajacion fluorescente.

1. La relajacién vibracional , sefalada por las flechas onduladas cortas entre los
niveles de energia vibracionales, tiene lugar durante las colisiones entre
moléculas excitadas y las moléculas del disolvente. Durante estas colisiones el
exceso de energia vibracional se transfiere a las moléculas del disolvente en
una serie de etapas como se indica en la figura. La ganancia de energia
vibracional del disolvente se refleja en un ligero incremento de la temperatura
del medio. La relajacién vibracional es un proceso tan eficiente que el tiempo
de vida promedio de un estado vibracional excitado es de 10™*° s.
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2. También puede ocurrir el relajamiento no radiante entre el nivel vibracional
inferior de un estado electrénico excitado y el nivel vibracional superior de
otro estado electronico. Este tipo de relajacién llamado algunas veces
conversion interna, se ilustra por las flechas onduladas largas.

Las variables que afectan a la fluorescencia son:

1. Rendimiento cudantico: El rendimiento cuantico o la eficacia cuantica de la
fluorescencia es simplemente las relacidon entre el niUmero de moléculas que
emiten fluorescencia respecto al niumero total de moléculas excitadas. Las
moléculas altamente fluorescentes, por ejemplo, la fluorescencia, tienen
eficiencias cuanticas que, en ciertas condiciones, se aproximan a la unidad.
Las especies no fluorescentes tienen eficiencias que son practicamente cero.

2. Estructura: La fluorescencia mas intensa y la mas util es la que presentan los
compuestos que contienen grupos funcionales aromaticos. Los compuestos
gue contienen estructuras alifaticas y aliciclicas de carbonilo o estructuras con
dobles enlaces muy conjugados pueden presentar también fluorescencia. La
mayoria de los hidrocarburos aromaticos no sustituidos son fluorescentes en
disolucion, la eficacia cuantica aumenta con el nimero de anillos y con su
grado de conjugaciéon. La sustitucion en un anillo aromatico causa
desplazamientos en la longitud de onda de absorcidn maxima y los cambios
correspondientes en los picos de fluorescencia. Ademas, la sustitucidn afecta
frecuentemente la eficiencia de la fluorescencia.

3. Rigidez estructural: Empiricamente se encuentra que la fluorescencia esta
particularmente favorecida en moléculas que poseen estructuras rigidas. La
influencia de la rigidez también tiene importancia en el aumento de la
fluorescencia de ciertos quelatantes orgdnicos cuando estan formando un
complejo con un ion metalico

4. Temperatura y disolvente: La eficacia cuantica de la fluorescencia disminuye
en muchas moléculas con el aumento de la temperatura, ya que el aumento
de la frecuencia de las colisiones a temperatura elevada hace aumentar la
probabilidad de desactivacion no radiante (conversidn externa). Una
disminucion en la viscosidad del disolvente también aumenta la probabilidad
de conversién externa y produce el mismo resultado.

5. Efecto del pH: La fluorescencia de un compuesto aromatico con sustituyentes
acidos o basicos en el anillo depende normalmente del pH. Tanto la longitud
de onda como la intensidad de emision son probablemente diferentes para la
forma ionizada y no ionizada del compuesto. Por lo tanto serd muy frecuente
en los métodos fluorimétricos el control estricto del pH.

6. Efecto de la concentracion: La potencia de la radiacion fluorescente F es
proporcional a la potencia radiante del haz de excitacidén que es absorbido por
el sistema.

F=K(R-P) (1)

Donde P,y es la potencia del haz incidente sobre la disolucidon y P es su potencia
después de atravesar la longitud b del medio. La constante K' depende de la
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eficacia cuantica del proceso de fluorescencia. Con objeto de relacionar F con la
concentracidn c escribimos la ley de Beer asi:

P e
—=10"® (2)

0

Sustituyendo nos queda:
F=KP,1-10") (3)

Si desarrollamos el término exponencial como una serie de Maclaurin sera:

2 3
- = K'P{z,sogbc— (2,3023|fbc) , (2303b0)

Siempre que 2'303ebc < 0'05 podemos escribir que:
F =K'P,2303hc (5)
Y si PO se mantiene constante:
F=Kc (6)

Cuando c es suficientemente elevada como para que la absorbancia multiplicada
por 2'303 sea mayor que 0'05, los términos de mayor orden de la expresion
anterior no son despreciables y la linealidad se pierde. Este efecto es un
resultado de auto apagamiento, en el cual las moléculas del analito absorben la
fluorescencia producida por otras moléculas de analito.

4.2.3. Espectrofotometria UV-Vis.

La espectrometria ultravioleta-visible o espectrofotometria UV-Vis implica la
espectroscopia de fotones en la regidon de radiacién ultravioleta-visible. Utiliza la
luz en los rangos visible y adyacentes (el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo
(IR) cercano.

En esta regién del espectro electromagnético, las moléculas se someten a
transiciones electroénicas.

Esta técnica es complementaria de la espectrometria de fluorescencia, que trata
con transiciones desde el estado excitado al estado basal, mientras que la
espectrometria de absorcion mide transiciones desde el estado basal al estado
excitado.

La espectrometria UV/Vis se aplica y se utiliza habitualmente en la determinacién
cuantitativa de soluciones de iones metdlicos de transicion y compuestos
organicos muy conjugados.

1. Soluciones de iones metalicos de transicion: las soluciones de iones metalicos
de transiciéon pueden ser coloreadas (es decir, absorben la luz visible) debido
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a que los electrones en los atomos de metal se pueden excitar desde un
estado electronico a otro. El color de las soluciones de iones metalicos se ve
muy afectado por la presencia de otras especies, como algunos aniones o
ligandos. Por ejemplo, el color de una solucién diluida de sulfato de cobre es
muy azul; agregando amoniaco se intensifica el color y cambia la longitud de
onda de absorcién maxima.

2. Compuestos organicos: los compuestos organicos, especialmente aquellos con
un alto grado de conjugacion, también absorben luz en las regiones del
espectro electromagnético visible o ultravioleta. Los disolventes para estas
determinaciones son a menudo el agua para los compuestos solubles en
agua, o el etanol para compuestos organicos solubles. Los disolventes
organicos pueden tener una significativa absorcién de UV, por lo que no todos
los disolventes son adecuados para su uso en espectrometria UV. El etanol
absorbe muy débilmente en la mayoria de longitudes de onda. La polaridad y
el pH del disolvente pueden afectar la absorcion del espectro de un
compuesto orgdnico. La tirosina, por ejemplo, aumenta su maximo de
absorcion y su coeficiente de extincién molar cuando aumenta el pH de 6 a
13, o cuando disminuye la polaridad de los disolventes.

Aunque los complejos de transferencia de carga también dan lugar a colores,
éstos son a menudo demasiado intensos para ser usados en mediciones
cuantitativas.

La ley de Beer-Lambert establece que la absorbancia de una solucidon es
directamente proporcional a la concentracion de la solucién. Por tanto, la
espectrometria UV/VIS puede usarse para determinar la concentracion de una
solucidon. Es necesario saber con qué rapidez cambia la absorbancia con la
concentracidon. Esto puede ser obtenido a partir de referencias (las tablas de
coeficientes de extincion molar) o, con mas exactitud, determinandolo a partir de
una curva de calibracion.

El espectrofotometro UV/Vis puede utilizarse como detector para la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR). La presencia de un analito da
una respuesta que puede ser proporcional a la concentracién. Para resultados
precisos, la respuesta del instrumento al analito debe compararse con la
respuesta a un estandar, lo que es muy similar al uso de curvas de calibracion.
La respuesta (por ejemplo, el pico de altura) para un concentracién particular se
conoce como factor de respuesta.

La ley de Beer-Lambert enuncia que la espectrometria UV-Vis se utiliza con
mayor frecuencia en forma cuantitativa para determinar las concentraciones de
especies absorbentes en solucion, usando la Ley de Beer-Lambert:

A=-log,, |I_ =&C-L (7)

0

Donde A es la absorbancia medida, Ip es la intensidad de la luz incidente a una
determinada longitud de onda, I es la intensidad de transmision, L la longitud de
ruta a través de la muestra, y c la concentracion de las especies absorbentes.
Para cada especie y longitud de onda, € es una constante conocida como
absortividad molar o coeficiente de extincién. Esta constante es una propiedad
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fundamental molecular en un solvente dado, a una temperatura y presion
particular, y tiene como unidades 1/M * cm o, a menudo, U/M * cm.

La absorbancia y extincidon € a veces son definidas en términos de logaritmo
natural en lugar de logaritmo de base 10.

La ley de Beer-Lambert es util para la caracterizacién de muchos compuestos,
pero no sirve como relacion universal para la concentracion y absorcion de todas
las sustancias. En moléculas complejas de gran tamafio, como los tintes
organicos (Xylenol Naranja o Rojo Neutro, por ejemplo), a veces se encuentra
una relacion polindmica de segundo orden entre la absorcién y la concentracion.

Para realizar una espectrofotometria UV-Vis, el instrumento utilizado se llama
espectrofotdmetro UV-Vis. Mide la intensidad de luz que pasa a través de una
muestra (I), y la compara con la intensidad de luz antes de pasar a través de la
muestra (Io). La relacion I / Io se llama transmitancia, y se expresa
habitualmente como un porcentaje (%T). La absorbancia (A) se basa en la
transmision:

A=-log(%T) (8)

Las partes basicas de un espectrofotdmetro son una fuente de luz (a menudo
una bombilla incandescente para las longitudes de onda visibles, o una lampara
de arco de deuterio en el ultravioleta), un soporte para la muestra, una rejilla de
difraccion o monocromador para separar las diferentes longitudes de onda de la
luz, y un detector. El detector suele ser un fotodiodo o un CCD. Los fotodiodos se
usan con monochomadores, que filtran la luz de modo que una sola longitud de
onda alcanza el detector. Las rejillas de difraccion se utilizan con CCDs, que
recogen la luz de diferentes longitudes de onda en pixeles.

Un espectrofotdometro puede ser Unico o de doble haz. En un instrumento de un
solo haz, toda la luz pasa a través de la célula muestra. La Io debe medirse
retirando la muestra. Este fue el primer disefo, y todavia estd en uso en la
ensefanza y laboratorios industriales.

En un instrumento de doble haz, la luz se divide en dos haces antes de llegar a la
muestra. Un haz se utiliza como referencia, y el otro haz de luz pasa a través de
la muestra. Algunos instrumentos de doble haz tienen dos detectores
(fotodiodos), y el haz de referencia y el de la muestra se miden al mismo tiempo.
En otros instrumentos, los dos haces pasan a través de un bloqueador que
impide el paso de un haz. El detector alterna entre la medida del haz de muestra
y la del haz de referencia.

Las muestras para espectrofotometria UV-Vis suelen ser liquidas, aunque la
absorbancia de los gases e incluso de los sdlidos también puede medirse. Las
muestras suelen ser colocadas en una célula transparente, conocida como
cubeta. Las cubetas suelen ser rectangulares, con una anchura interior de 1 cm.
Esta anchura se convierte en la longitud de ruta, L, en la Ley de Beer-Lambert.
También se pueden usar tubos de ensayo como cubetas en algunos
instrumentos. Las mejores cubetas estdan hechas con cuarzo de alta calidad,
aunque son comunes las de vidrio o plastico. El cristal y la mayoria de los
plasticos absorben en el UV, lo que limita su utilidad para longitudes de onda
visibles.
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Los espectros ultravioleta-visibles son esencialmente un grafico de absorbancia
de luz frente a una longitud de onda en el rango del ultravioleta o la luz visible.
Este espectro puede ser producido directamente con los espectrofotdmetros mas
sofisticados, o bien pueden registrarse los datos de una sola longitud de onda
con los instrumentos mas simples. La longitud de onda se representa con el
simbolo A. Del mismo modo, para una determinada sustancia, puede hacerse un
grafico estandar del coeficiente de extincion (€) frente a la longitud de onda (A).
Este grafico estandar seria efectivamente "la concentracidn corregida" y, por
tanto, independiente de la concentracion. Para una sustancia determinada, la
longitud de onda en la cual se produce el maximo de absorbancia en el espectro
se llama A max, y se pronuncia "lambda-max".

Las reglas de Woodward-Fieser son un conjunto de observaciones empiricas que
pueden utilizarse para predecir A max, la longitud de onda de la absorcion UV-
Vis, para compuestos organicos conjugados como dienos y cetonas.

Las longitudes de onda de los picos de absorcién pueden correlacionarse con los
tipos de enlace en una determinada molécula, y son valiosos para determinar los
grupos funcionales dentro de la molécula. La absorcion UV-Vis no es, sin
embargo, una prueba especifica para ningun compuesto determinado. La
naturaleza del disolvente, el pH de la solucién, la temperatura, la concentracién
de electrolitos, y la presencia de sustancias interferentes pueden influir en los
espectros de absorcion de los compuestos, asi como las variaciones en la
anchura de la hendidura (ancho de banda efectivo) en el espectrofotometro.
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CAPITULO 5:
BENEFICIOS DEL
PROYECTO

El proyecto plantea, por una parte, el estudio a nivel molecular del mecanismo
de interaccién del receptor de neuroquininas NK1 con los neuropéptidos SP, NKA
y NKB. Por otra parte, se pretende estudiar el mecanismo de co-transporte
cation-azucar de la permeasa de melibiosa. En el primer caso, se quiere obtener
informacidon concreta de los detalles de dichas interacciones, para poder
determinar que aminoacidos intervienen en las interacciones, y que otros
aminoacidos o estructuras que no interaccionan directamente, son importantes
para asegurar la correcta disposicion en el espacio de los primeros. El enfoque
planteado trata de simplificar al maximo el sistema de estudio, empleando la
bacteriorrodopsina y la rodopsina como moldes a los que se les cambia las zonas
extracelulares por los bucles del receptor. A pesar de esta simplificacion,
creemos que los resultados que se obtengan del proyecto contribuirdan de forma
importante a desvelar los mecanismos de activacidon del receptor NK1. Por lo
tanto, aparte del importante avance cientifico que ello representaria, existe un
beneficio primordial, consistente en la posibilidad, a largo plazo, de disenar
farmacos con actividad inhibidora o antagonista de los neuropéptidos naturales,
o con actividad potenciadora o agonista. Creemos que nuestro enfoque
posibilitaria el disefio de unos farmacos con mayor capacidad moduladora de la
actividad del receptor NK1, ya que los actuales que se ensayan presentan un
bloqueo total de dicha actividad.
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